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1 UVOD 
Mycoplasma pneumoniae povz oča o  žbe z o nj h  n  po nj h   hal p   lj  eh v eh 
starostnih skupin po vsem  ve  .  e  ep  em jam  lah o povz oč  o  20  o 40 % 
ba  e  j   h z najboln  n čn h plj čn c v  plo n  pop lac j .    oci pogosteje razvijejo 
plj čn co, zato je po le  čno več  a  po  ebna njihova hospitalizacija. Blage in 
asimtomatske o  žbe  o po o  j e pri odraslih (Waites in sod., 2017; Atkinson in sod., 
2008).  
Za a   o  o no    cel čne   ene  o m  oplazme na avno o po ne proti beta-laktamskim 
an  b o   om  n v em p o  m   obn m  č n ov nam,     el jejo na cel čno   eno. M. 
pneumoniae je za a   nezmožno      n eze la  n h n  leo   ov, o  o no    
l popol  aha   ov  n cel čne   ene odporna tudi na polimiksine, sulfonamide, trimetroprim, 
rifampicin in linezolid (Pereyre in sod., 2016; Bebear in sod., 2011). 
Makrolidi p e v em za a   n z e v e no       , n z e  o   čno     n o  o no    
 on  a n   ac j p   mlaj  h o  oc h,  p e   avljajo p vo  zb  o z  avljenja o  žb   hal,    j h 
povz oča M. pneumoniae (Pereyre in sod., 2016; Cao in sod., 2017). So naravni poliketidi, 
   v eb jejo ma  oc  l čen la  on    ob oč  n  e me   eboj  azl   jejo po   ev l  
o lj  ov h a omov v ob oč .  a  ol    zav  ajo   n ezo belja ov n,  a o  a  e vežejo v 
domeno V  ena 23S       n zav  ajo p oce  po alj evanja pep   a (Pe ey e  n  o ., 2016; 
Retsema in Fu., 2001; Vester in Douthwaite., 2001).  
Odpornost proti makrolidom se pri M. pneumoniae pojav     oč ovn m  m  ac jam  na 
 azl čn h me   h v 23S rRNA. Gen je prisoten samo v eni kopiji v genomu bakterije, zato 
lah o že ena  ama m  ac ja  p emen  feno  p ba  e  je v zelo o po ne a p o   ma  ol  om. 
 ajpo o  ej a m  ac ja je   anz c ja  2058  (E. coli   ev lčenje) v pep    l  an fe azn  
zanki v domeni V 23S rRNA (Pereyre in sod., 2016; Waites in sod., 2017).  
Za a   na a čajoče a   ev la o po n h  evov M. pneumoniae proti makrolidom se pojavlja 
  en  po  ve b  mole  la n h  e  ov za  oča en  o az o  žbe z M. pneumoniae in 
ugotavljanje mutacij, ki so povezane z rezistenco (Loens in Ieven, 2016).  
V nalo    mo p  p av l  me o o PC  v  ealnem ča   z analizo temperature taljenja, s 
 a e o lah o  oča no  o ažemo o  žbo z ba  e  jo M. pneumoniae in njeno odpornost 
proti makrolidnim antibiotikom.   
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1.1 NAMEN DELA 
 P  p av    me o o PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja za  oča en 
 o az o  žbe z ba  e  jo M. pneumoniae in njeno odpornostjo proti makrolidom.  
   o ov     az   jeno    evov M. pneumoniae, ki so odporni proti makrolidom v 
Sloveniji.  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 P  ča  jemo,  a bomo  o azal  n ze   elež o po n h  evov M. pneumoniae proti  
makrolidom 
 P  ča  jemo,  a bomo z me o o PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja 
ja no loč l    vj   ev o  m  an ,     o o po ne p o   ma  ol  om.  
 P  ča  jemo,  a bomo z me o o PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja 
dokazali seve M. pneumoniae, ki so odporni proti makrolidom.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 TAKSONOMIJA MIKOPLAZEM 
   oplazme  v  čamo v  azred Mollicutes, ki ob e a        e ove – Mycoplasmatales, 
Entomoplasmatales, Acholeplasmatales in Anaeroplasmatales. Red Mycoplasmatales 
v lj č je    ž n  Mycoplasmataceae in Incertae sedis.    ž na Mycoplasmataceae 
vsebuje rodova Mycoplasma in Ureaplasma (Preglednica 1) (Waites in Talkington, 2004; 
Brown in sod., 2010). 
Preglednica 1: Taksonomija bakterije Mycoplasma pneumoniae (Brown in sod., 2010). 
RED DRUŽINA ROD VRSTA 
Mycoplasmatales 
Mycoplasmataceae 
Mycoplasma 
M. pneumoniae 
M. genitalium 
M. hominis 
Ureoplasma 
U. parvum 
U. urealiticum 
Incertae sedis 
Eperythrozoon 
Heamobartonella 
Entomoplasmatales 
Entomoplasmataceae 
Entomoplasma 
Mesoplasma 
Siroplasmataceae Spiroplasma 
Acholeplasmatales 
Achoeplasmataceae Acheloplasma 
Incertae sedis kandidat Phytoplasma 
Anaeroplasmatales Anaeroplasmataceae 
Anaeroplasma 
Asteroplasma 
 
2.2 RAZRED MOLLICUTES  
Bakterijo Mycoplasma pneumoniae  v  čamo v  az e  Mollicutes, ki vsebuje 4 redove, 5 
   ž n, 8  o ov  n več  o  200 znan h v   ,     o j h o    l  p   lj  eh, ž val h  n  a  l nah. 
Bakterija M. pneumoniae  pa a v    ž no Mycoplasmataceae in rod Mycoplasma (Waites 
in Talkington, 2004; Brown in sod., 2010). 
Razred Mollicutes  v  čamo v  eblo Tenericutes v domeni Bacteria. Za razred Mollicutes 
so znač lni o  o no   cel čne   ene, majhen  enom, vel   največ 2,2  bp, in nizka 
v ebno   c  oz na  n  van na.  me  az e a  zhaja  z  lavne znač lno     eh 
mikroorganizmov, to je o  o no   cel čne   ene, (mollis po latinsko pomeni nežen, cutis pa 
površina). Veljajo za najmanj e o  an zme,     o  e  po obn   amo  ojne a  azmnoževanja 
(Waites in Talkington, 2004; Johansson in Pettersson, 2002).  
Primerjalne analize gena za 16S rRNA  ažejo,  a  o  e ba  e  je  z  az e a Mollicutes 
evolucijsko razvile iz po Gramu pozitivnih bakterij z nizko vsebnostjo citozina in gvanina. 
 ajve je neje  o  z  b le zmožno     n eze cel čne   ene, ne a e e b o  n e   e po    n 
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rRNA gene, zaradi če a   e je nj hov  enom zmanj al.  vol c j  e  on     c je  ažejo,  a 
so se mikroorganizmi razreda Mollicutes pred 470 milijoni let razdelili v dve glavni 
filogenetski veji. Eno vejo predstavljajo rodovi Acholeplasma, Anaeroplasma, 
Asteroleplasma in Phytoplasma, drugo vejo pa predstavljajo rodovi Spiroplasma, 
Mesoplasma, Ureaplasma in Mycoplasma (Sirand-Pugnet in sod., 2007). 
2.3 ROD MYCOPLASMA 
Mikoplazme sta odkrila Nocard in Roux leta 1898, ko sta iz goveda, ki je bolehal za 
plj čn co, izolirala bakterijo in jo poimenovala Mycoplasma mycoides. Leta 1937 je bil 
p v č op  an p  me  o  žbe člove a s patogeno mikoplazmo, ko sta Dienes in Edsall iz 
žlezne a ab ce a boln  a  zol  ala ba  e  jo M. hominis (Vervloet in sod., 2007). Eaton in 
sod. so leta 1944 izolirali M. pneumoniae iz bolnika, ki je bolehal za a  p čno plj čn co, in 
jo poimenovali Eatonov agens.  ele le a 1963 je Chanoc u in sod. uspelo kultivirati 
ba  e  jo na b ez cel čnem me  j . Poimenovali so jo M. pneumoniae.  
Mikoplazme so filogenetsko sorodne po Gramu pozitivnim bakterijam, z nizko vsebnostjo 
gvanina in citozina (Sirand-Pugnet in sod., 2007). Po velikosti bakterijske celice in 
vel  o     enoma  o najmanj e ba  e  je,     o  e  po obne  amo  ojne a  azmnoževanja 
( e e  n  o ., 2014). Vel  o    enoma je o  580  o 2200  bp, p   čeme  je  enom M. 
genitalium najmanj  .    o no   cel čne   ene in poenostavljene metabolne poti pojasnjuje 
pa az      nač n ž vljenja  eh o  an zmov. Va  je j h   ojn   loj l p  ne memb ane,    
vsebuje sterole,  n j m omo oča večjo o mo   o   ab lno  . S e ole  ob jo  z memb an 
gostiteljevih celic, na  a e e  e p      jo. Za a   pomanj anja cel čne   ene  o o po ne p o   
antibiotikom,     el jejo na cel čno   eno (be a-laktamski antibiotiki). Mikoplazme za 
 ojenje zah evajo obo a ena  oj  ča z n  le n   m     l nam , ma čobn m     l nam   n 
am no   l nam . Več na po  eb je za  a   v  oj  č  tudi sterole,  ki jih dobijo z dodatkom 
 onj  e a al   oveje a  e  ma.  a    n h  oj  č h z a  ejo v ne aj  neh in tvorijo kolonije 
p eme a  o 300 µm, za o j h opaz jemo s stereom   o  opom (Wa  e   n  o ., 2012;  e e 
in sod., 2014). 
 e  najbolj p e čen m  m  oplazmam   o v   e,     o pa o ene za lj     n ž val . P   lj  eh 
je poznanih 17 vrst, ki naseljujejo predvsem sluznico dihal in urogenitalnega trakta  ter so 
več noma  omenzal .  o  Mycoplasma v lj č je za člove a     pa o ene v   e: M. 
pneumoniae, M. genitalium in M. hominis (Wa  e   n  o ., 2005).  po   n    čn  pa o en je 
M. fermentans,    lah o povz oč  o  žbo predvsem pri imunsko oslabljenih ljudeh. 
Parazitira v zgornjem in spodnjem urogenitalnem in respiratornem traktu, v kostnem 
mozgu in domnevno tudi v sklepih (Cassell in sod., 2006). Nedavno opisano vrsto M. 
amphoriforme so izolirali iz spodnjih dihal imunsko kompromitiranih bolnikov s 
  on čn m b onh    om.   en  no je  e p emalo  o azov,    a e  m b  po    l ,  a je 
pa o ena za člove a. P   boln   h, o  žen h z virusom HIV, so odkrili M. penterans in M. 
pirum, ven a  je  e p emalo  o azov za potrditev patogenosti (Waites in sod., 2012). 
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Mycoplasma genitalium je pomemben pa o en,    povz oča bolezn    o en  alne a   a  a 
p   obeh  pol h. P v č je b la  zol  ana p   mo  em , ki je bolehal za uretritisom. Pri 
žen  ah povz oča vne je  l zn ce ma e n čne a v a    n me en čno vne no bolezen 
(Jensen, 2004). 
Mycoplasma hominis in Ureaplasma spp. po o  o  olon z  a a  l zn co  eč l  n  polov l ter 
 e lah o p ena a a    poln m o no om, iz matere na otroka zno  aj ma e n čno al  me  
porodom in pri medicinskih posegih (Waites in sod., 2012; Cassell in so ., 2006;  e e  n 
sod., 2014). 
2.4 MYCOPLASMA PNEUMONIAE 
2.4.1 Splošne značilnosti 
Celice M. pneumoniae so pleomorfnih oblik. Prevladuje vretenasta oblika celic, ki v 
 olž no me   1–2 µ   n     no 0,1–0,2 µ . Za a   majhne vel  o    lah o ba  e  j  e 
celice med filtracijo, ki se uporablja za steril zac jo  oj  č, p ehajajo   oz  0,45 µ  velike 
pore. Kolonije zaradi njihove majhnosti ne moramo opazovati s svetlobnim mikroskopom 
(slika 1). P av  a o ne p o zvajajo v  ne mo no    v  e očem  a  nem  oj  č  (Wa  e   n 
Talkington, 2004).  
 
Slika 1: Vidne t p čne  olon je Mycoplasme pneumoniae pod stereomikroskopom (Waites in Talkington, 
2004). 
M. pneumoniae ima na enem ali obeh koncih posebno strukturo, s katero se pritrdi na 
cel čne  ecep o je sluznice respiratornega ali urogenitalnega trakta. Specializiran 
p       ven  o  anel je pola na, ele   on  o  o  a  az     ev mikoplazme,    omo oča 
vezavo na  o    elj  o cel co  o          ajoče   banje. V eb je adhezine, strukturne ali 
dodatne proteine, ki prispevajo k nastanku in funkcionalnosti organela (Slika 2). 
 ajpomembnej   a hez n je belja ov na P1,    je na  on c  p       vene a o  anela 
(Drasbek in sod., 2007; Waites in Talkington, 2004; Rottem, 2003; Waites in sod., 2008; 
Krause in sod., 2001). 
Z  enom  o anal zo  n ele   on  o m   o  op jo n  b lo  o azan h b č ov al  p lov,  a  
pomeni, da drsenje nastane le s pritrditvenim organelom (Waites in Talkington, 2004).  
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Slika 2: Shematski prikaz pritrditvenega organela - lokacija glavnih adhezinov in dodatnih proteinov 
(Rottem, 2003).  
Genom M. pneumoniae je bil v celoti sekvenciran leta 1996. Vsebuje 816.394 bp z 687 
geni.  jen  enom je  a o  a  pe   a  manj   o   enoma E. coli, ki vsebuje 4300 genov 
(Wa  e   n  al  n  on, 2004).  ajhen  enom  e o  aža z omejen m  me aboln m  
 po obno  m .  a  e  ja lah o  z o   ča  l  ozo, fruktozo ali glicerol kot vir ogljika. 
 o   a v e enc me  l  ol ze, me   a e o v   o lj  a p e vo    o p   va a, p   čeme    
substratno fosforilacijo nastane ATP. Piruvat lahko na koncu pretvori v acetat s fosfotrans 
acetilazo in acetat kinazo. Med reakc jo na  ane a  e  ve mole  l    P  n  ve mole  l  
    .  ah o pa  e p   va  p e vo   v la  a , z la  a   eh   o enazo, p   čeme   e      
oksidira v NAD
+
. To je zelo izjemnega pomena, saj M. pneumoniae nima encimov dihalne 
verige, ki bi lah o v   l  o    acijo NADH. Encim NAD oksidaza pa lahko neposredno 
oksidira NADH2, med to reakcijo pa nastane vodikov peroksid, ki je pomemben virulentni 
dejavnik M. pneumoniae. Bakterija nima aktivnega Krebsovega cikla in tudi pentoza 
fosfatna pot ni popolna. Posebnost je tudi kodon UGA, ki kodira triptofan in ne stop 
kodona, kot to poteka pri ostalih organizmih. 
Med evolucijo so se skoraj vse anabolne poti izgubile, zato je M. pneumoniae močno 
odvisna od gostitelja, oziroma zahteva posebne pogoje za gojenje na  me n h  oj  č h 
(Dutow in sod., 2010; Waites in Talkington, 2004).  
2.4.2 Virulentni dejavniki in patogeneza 
Bakterija M. pneumoniae povz oča o  žbe le p   lj  eh (Wa  e   n  o ., 2008).  a  e  ja 
 e    on ča   m o  anelom pritrja na  ecep o je m  e alčne a epitelija sluznice dihal. Pri 
vezavi na receptorje gostiteljske celice, kot so sialoglikoproteini in sulfatni glikolipidi, 
sodelujeta glavna adhezina P1 in P30. Proteini HMW-1, HMW-2, HMW-3 ter proteini A, 
   n C  el jejo  o  pomožn  proteini. V lj čen  so v tvorbo in stabilizacijo pritrditvenega 
organela (Chaudhry in sod., 2016; Waites in Talkington, 2004; Waites in sod., 2008). 
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Adhezin P1 je 170 kDa velik transmembranski protein, ki je koncentriran predvsem na 
konici pritrditvenega organela in je glavni virulentni dejavnik mikoplazme. 
     je  o po azale,  a ob  ajajo va  ab lne  e  je na P1 a hez n . P    jevalne  omene na 
adhezinu P1 so zelo ohranjene, medtem ko so imunodominantni epitopi variabilni. 
P o   ele a  o p e ežno  me jena p o    m no om nan n m epitopom, zato ne blokirajo 
an   ena P1,  a  omo oča M. pneumoniae, da se izogne imunskemu odzivu s protitelesi 
(Chaudhry in sod., 2016). V      j  iz leta 2014 so Chourasia in sod. pokazali, da so 
imunodominantne regije porazdeljene po celotnem adhezinu P1. Samo N-terminalni in C-
terminalni del proteina P1 sta izpostavljena pov   n , protitelesa, usmerjena proti temu 
delu, pa blokirajo pritrditev bakterije, medtem ko protitelesa proti osrednjemu delu ne 
p ep eč jo adhezije. 
Pritrditev M. pneumoniae na  o    elj  e cel ce omo očajo  e     e belja ov ne.   hez n 
P30 je p av  a o   an memb an    p o e n na  on c  p    jevalne a o  anela,    je v lj čen 
v proces pritrjevanja, drsenja in delitve bakterijske celice (Chaudhry in sod., 2016; Waites 
in Talkington, 2004). 
Medsebojno sodelovanje adhezinov in pomožn h proteinov, kot so HMW-1, HMW-2, 
HMW-3 ter proteini A, B in C, pomaga pri vzpostavitvi popolne strukture organela (slika 
3). Pred kratkim je bilo dokazano, da sta na distalnem koncu pritrditvenega organela 
prisotna  e p o e na P65  n P116, ki verjetno delujeta v interakciji s P1 in P30 ter pomagata 
p   p       v . Po  ebne pa bo o  e  o a ne      je,  a bo o    ta celotna vloga pomožn h 
proteinov v patogenezi M. pneumoniae in da bomo razumeli interakcije med gostiteljskimi 
cel cam   n ba  e  jo.   hez j    p o e n   o lah o po enc alna  a ča za z  avljenje o  žb 
M. pneumoniae (Chaudhry in sod., 2016). 
 
 
Slika 3: Prikaz porazdelitve adhezinov in pomožn h proteinov na pritrditvenem organelu (Chaudrhy in sod., 
2016). 
Po p       v  ba  e  je na cel co  le   c  o o   čen  č ne   n vne je (slika 4). M. pneumoniae 
 p o ča vo   ov pe o      n   pe o    ne  e   ale,    po  o  jejo  o    elj  e cel ce. 
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S pe o    n  an on  zav  ajo  o    eljevo  a alazo  n    em zmanj ajo  az  ajevanje 
vo   ove a pe o    a,  a  povz oč  o    a  vno   o o  o    elja (Cha  h y  n  o ., 2016). 
Vo   ov pe o      ma c  opa      č ne ,  a  vo    o  lab e a  elovanja m  e al   n 
po  o b ep  el ja.      a  vn     e  je  a o pomemben  o a  v pa o enez  m  oplazem   h 
o  žb (Ve vloe   n  o ., 2007).  
M. pneumoniae proizvaja eksotoksin CARDS (angl., Community-Acquired Respiratory 
Distress Syndrome toksin), ki je podoben toksinu pertusis in ima prav tako pomembno 
vlo o v pa o enez  o  žbe. Povz oča   P   boz lac jo  n na  ane  va  ol v  o    elj   h 
cel cah  n p ep eč je   banje m  e al  v  e piratornem traktu (Waites in sod., 2008; 
Chaudhry in sod., 2016). 
Po  o be plj č za a   o  žbe z M. pneumoniae pripisujemo tudi vnetnemu odzivu 
gostitelja. M. pneumoniae lahko inducira proizvodnjo IL-1β. Po o  žb   e  oncen  ac ja 
IL-8 in TNF-α v  e  m  močno poveča, l mfoc    na me    vne ja  p o   jo a   vne  nov  v 
prizadeto tkivo,  s tem pa povz očajo po  o be. Pomemben po aza elj  nfe c je je lah o 
tudi stopnja topnega IL-2 receptorja (sIL-2R) v serumu. Pri otrocih z mikoplazemsko 
o  žbo lahko povečanje sIL-2R  aktivira mononuklearne celice v krvnem obtoku in 
povz oč  nep av lno  elovanje  -limfocitov. Antigeni M. pneumoniae povz očajo močno 
 m n  o  ea c jo  n povečajo  h17 cel čn  o z v in vivo in in vitro. Pritrditev M. 
pneumoniae na cel ce  p ož  vnetni odziv preko TLR-4 in avtofagije (He in sod., 2016).  
 
 
Slika 4: Prikaz patogeneze bakterije Mycoplasma pneumoniae (Saraya in sod., 2014). 
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Pomemben virulentni dejavnik bakterije je tudi  p em njanje pov   n   h l pop o e n   h 
antigenov in s tem izmikanje imunskemu odzivu. Polimorfizem adhezinskih antigenov 
zmanj a  č ne   pec f čn h p o   ele . Karboksilni konci beljakovine P1 in P30 so v veliki 
meri zelo homologni s citoskeletnimi beljakovinami evkariontske celice, in sicer s 
fibrinogenom, kreatinom in toponinom. Posledica je lahko avtoimunski odziv, ki vodi do 
    em  e po  o be. Pole   e a M. pneumoniae  el je       o    pe an   en.    žba z M. 
pneumoniae lah o v lj č je  m no  p e  jo v  ele    n povz oč  h  o  n čenje    n   
celic (He in sod., 2016).  
Pomemben virulentni dejavnik je tvorba biofilma. Bakterijske celice se lahko organizirajo 
na pov   n   o    elj  e cel ce  o  b of lm    pec f čn m  feno  pskimi razlikami,  a  poveča 
odpornost na gostiteljevo obrambo in antibiotike (Waites in sod., 2017).  
2.4.3 Klinična slika 
M. pneumoniae povz oča o  žbe z o nj h  n  po nj h   hal.  ajpo o  eje povz oča 
  aheob onh    , ven a  je plj čn ca  l n čno najbolj pomembna bolezen (Waites in sod., 
2017).  
Pri otrocih,   a  h  o 5 le   e največ  a  pojav  vne je no ne  l zn ce, nap e ovanje v 
plj čn co je  e  o.    oc  o  5 let  o 15 le  pa po o  eje  azv jejo b onh onalno plj čn co, 
zato je po le  čno  več  a  po  ebna njihova hospitalizacija. Blage in asimptomatske 
o  žbe  o po o  e p   o  a l h (Wa  e   n  al  n  on, 2004; Wa  e   n  o ., 2017; 
Atkinson in sod., 2008; Vervloet in sod., 2007).  
Pri kar 25 % oseb, o  žen h z M. pneumoniae lahko nastopijo z najplj čn  zapleti pred, po 
al  celo v o  o no    o  žbe  e p  a o ne a   a  a. Zaple   v cen  alnem ž včnem     em   o 
najbolj po o  a  n naj ežja z najplj čna o  žba (Wa  e   n  o ., 2017; Wa  e   n 
Talkington, 2004 ).  
2.4.4 Epidemiologija 
   žbe z ba  e  jo M. pneumoniae  e pojavljajo en em čno  n ep  em čno po v em  ve  . 
Bakterija povz oč  od 4 do 8 % od vseh z najboln  n čn h ba  e  j   h plj čn c v ča    o 
 e pojavlja en em čno. V ob obj  ep  em je pa povz oča o  20  o 40 % v eh 
z najboln  n čn h ba  e  j   h plj čn c v  plo n  pop lac j , v zap    pop lac j  pa celo  o 
70 % (Waites in sod., 2017; Atkinson in sod., 2008).    žbe se pojavljajo pri vseh 
starostnih skupinah, vendar najpogosteje pri otrocih in mladostnikih (Waites in sod., 2017). 
 a  apon  em je 80 % boln  ov z m  oplazem  o plj čn co   a  h o  1  o 14 le  
(Yamazaki in Kenri, 2016).      je  o po azale, da obstajajo asimtomatski bolniki, ki 
predstavljajo rezervoa  za    jenje o  an zma (Waites in Talkington, 2004).  
   žbe  e pojavljajo v v eh le n h ča  h, po o  ej e so poleti in zgodaj jeseni (Waites in 
sod., 2017). M. pneumoniae  e p ena a  z o ebe na osebo preko aerosolov. Poznani so 
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 zb  h  m  oplazem   h o  žb,     e ob čajno pojavljajo na v a  h 3  o 7 le  po v em 
 ve  .  ajpo o  ej    o v zap   h  n pol zap   h    pno   h,  o   o  ole, voja n ce, 
zdravstvene ustanove in verske skupnosti ter me     ž n   m  član  (Waites in Talkington, 
2004).  
 ožen razlog za tak vzorec je lahko povezan z interakcijami med patogenom in imunskim 
  a   om. e  ep  em jo p   e  o za č  ne  m no    v pop lac j , ven a   a ne   aja  ol o, 
saj kmalu prevladuje populacija, ki ni bila izpostavljena bakte  j   n n ma za č  ne  m no    
(Yamazaki in Kenri, 2016).  
Znano je, da gen MPN 141, ki kodira glavni adhezin P1,  aže pol mo f zem, zato M. 
pneumoniae razvrstimo v dve genets o ločen     p n , imenovani P1 tip 1 in P1   p 2, z več 
po   p .  p  em je  o lah o po le  ca an   en  e  p emembe pa o ena al     jenja 
p evla  joče a   pa M. pneumoniae v populaciji (Kenri in sod., 2008).   p  o  pec f čn  
 m n    o z v  e  azv je  n za č    pop lac jo, na o p   e  o zamenjave   pa, kar lahko 
povz oč   zb  h (Pe ey e  n  o ., 2007).  
V le   2010 je p   lo  o močne a povečane a   ev la o  žb z M. pneumoniae po vsem 
svetu.   ep  em j   o po očal  na  an  em,  ve   em,  o ve  em, Finskem, 
  zozem  em,   o   em,  e  v  n l j ,  emč j  in Franciji. Tudi drugod po svetu so v 
istem obdobju zaznali epidemijo (v Č l ,   az l j ,  z ael ,   žn   o ej , ter na Japonskem 
in Kitajskem) (Wa  e   n  o ., 2017). Po  ej vel    ep  em j   e je   ev lo m  oplazem   h 
plj čn c močno zmanj alo. Pole   2014  e je ponovno povečalo   ev lo o  žb z M. 
pneumoniae (Yamazaki in Kenri, 2016).  
V Sloven j   o  o oj  n  o . (2015) po očal ,  a  o o  novemb a 2009  o  ecemb a 2011 
 e  o  maja 2014  o  ecemb a 2014 opaz l  povečano   ev lo o  žb z M. pneumoniae. 
Podobno so opazili tudi v      h ev op   h   žavah.  ez l a   raziskave so pokazali, da se 
je  zb  h o  žb p  čel v maju 2014 in dosegel vrhunec novembra 2014. 
Preglednica 2: Podatki o epidemiji Mycoplasme pneumoniae, ki se je odvijala v Evropi.  
DRŽAVA ČAS EPIDEMIJE VIR 
Anglija november 2011 – januar 2012 Chalker in sod., 2012; Brown in sod., 2016 
  o   a jesen 2010 – zima 2011 Gadsby in sod., 2012 
Finska oktober 2010 – 2011 Polkowska in sod., 2012 
Danska 2010–2011 Uldum in sod., 2012 
 ve   a jesen 2010 Linde in sod., 2012 
Francija leto 2011 Eibach in sod., 2012 
 
2.4.5 Zdravljenje okužb, ki jih povzroča bakterija Mycoplasma pneumoniae 
 e  m  oplazme n majo cel čne   ene, so naravno odporne proti beta-laktamskim 
antibiotikom  n na v e p o  m   obne  č n ov ne,     el jejo na cel čno   eno, denimo, 
glikopeptidi in fosfomicin. Za a   nezmožno      n eze la  n h n  leo   ov, o  o no    
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lipopol  aha   ov  n cel čne   ene je bakterija odporna tudi na polimiksine, sulfonamide, 
trimetroprim, rifampicin in linezolid ( Pereyre in sod., 2016, Bebear in sod., 2011). 
Za z  avljenje o  žb z M. pneumoniae so uporabni makrolidi, linkozamidi, streptogramin 
 n  e ol    (  S ),  e  ac  l n   n fl o o  nolon .  menjen  an  b o     p ep eč jo   ntezo 
proteinov ali podvajanje DNA. Makrolidi, linkozamidi in streptrogramin delujejo tako, da 
 e vežejo na 23S      v  omen      n V ter tako vplivajo na aktivnost peptidiltransferaze. 
Tetraciklini se pri M. pneumoniae vežejo na 30S po eno o   bo omov  n  elujejo 
ba  e  o  a  čno (Pe ey e  n  o ., 2016;  ébéa   n  o ., 2011). 
 a  ol    p e   avljajo p vo  zb  o z  avljenja o  žb   hal pri majhnih otrocih, ki jih 
povz oča M. pneumoniae, in sicer zaradi nizke vrednosti MIK, n z e  o   čno     n 
odsotnosti kontraindikacij. Najpogosteje uporabljeni makrolidi so tako eritromicin, 
klaritromicin in azitromicin (Pereyre in sod., 2016; Cao in sod., 2017). 
V p  me   o  žbe    ev  M. pneumoniae, ki so odporni na makrolidom, se za zdravljenje 
uporabljajo fluorokinoloni, kot so levofloksacin in tertaciklini, največ  a   o   c  l n 
(Bebear in sod., 2011; Pereyre in sod., 2016). 
2.5 ANTIBIOTIKI 
2.5.1 Makrolidi 
 a  ol     o na avn  pol  e    ,  zol  an   z   ev ln h v    a   nom ce .  me ma  ol    zhaja 
iz njihove strukture, makroc  l čne a la  on  e a ob oča, na  a e e a  ta vezana dva (ali 
več) amino sladkorja.  e   eboj  e  azl   jejo po   ev l  o lj  ov h a omov v ob oč . 
 ajpomembnej   ma  ol  n  an  b o      majo 14-, 15- ali 16- člen    laktonski ob oč 
(Retsema in Fu, 2001; Vester in Douthwaite, 2001). 
Preglednica 3: Makrolidni antibiotiki (Vester in Douthwaite, 2001). 
ANTIBIOTIK ŠTEVILO OGLJIKOVIH ATOMOV V OBROČU 
Klaritromicin 14 
Eritromicin A 14 
Azitromicin 15 
Spiramicin I, II, III 16 
Jozamicin  16 
 
Makrolidi zavirajo sintezo beljakovin na nivoju ribosoma. Bakterijski ribosom (70S) je 
sestavljen iz velike podenote (50S) in male podenote (30S), ki jo sestavlja ribosomska 
RNA in ribosomski proteini. Sprva mala po eno a veže m   , nato se  začne   an lac ja. 
P epoznavanje  ene   e a  o a me  m     n       e  o aja na vel    po eno  ,    veže 
      n  on  ol  a po alj evanje pep   a. S n eza pep   n h vez  po e a v pep    l 
  an fe aznem cen    na 50S po eno  .  a a čajoča pep   na veriga (peptidil-tRNA) je 
pritrjena na mesto P v ribosomu, nato sledi premik na mesto A, kjer se peptidna veriga 
12 
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po alj a.  a  ol     e  eve z b lno vežejo na 50S po eno o, in sicer na 23S rRNA v 
la n čno zan o 35 v  omen      n pep    l  an fe azno zan o v  omen  V.  a  a nač n 
zav  ajo p oce  po alj evanja pep   a,  a  povz oč  p ez o njo o cep  ev ne o ončane 
peptidne ve   e  n  a neje cel čno  m   (Retsema in Fu, 2001; Vester in Douthwaite, 
2001).  
 
Slika 5: Prikaz sekundarne strukture 23S rRNA pri bakteriji Escherichia coli in mesto vezava makrolidov v 
domeni II in V (  eč ob oč) (Sinsheimer Labs., 2017). 
 
V terciarni strukturi 23S rRNA sta domeni II in V blizu   n  vo   a vezavn  žep za 
makrolide in ostale protimikrobne snovi, ki zavirajo sintezo beljakovin (Retsema in Fu, 
2001; Vester in Douthwaite, 2001). 
2.5.1.1 Mehanizem pridobljene odpornosti proti makrolidom pri bakteriji Mycoplasma 
pneumoniae 
Bakterija M. pneumoniae pridobi o po no   p o   ma  ol  om    oč ovn m  m  ac jam  na 
 azl čn h me   h v 23S       n   bo om   h p o e n h  4  n  22.  e  je  en za 23S      
prisoten samo v eni kopiji v genomu M. pneumoniae, lahko ena mutacija spremeni fenotip 
bakterije v zelo odpornega pro   ma  ol  om    oča no o po no  jo p o      ep o e am n  
B, linkozmaidom in ketolidom (Pereyre in sod., 2016; Waites in sod., 2017). 
 ajpo o  ej a m  ac ja je   anz c ja  2058  (E. coli   ev lčenje) v pep    l  an fe azn  
zanki v domeni V 23S rRNA. Poznane so  e m  ac je C2611 ,  2058C/ , A2059G/C in 
A2062G, ki ustrezajo nukleotidu na poziciji 2617, 2063, 2064 in 2067 v genomu M. 
pneumoniae.   ac ja na me    2617 ob čajno povz oč  n žjo   opnjo o po no   .   ac je 
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na mestih 2063 in 2064 pa vodijo do viso e   opnje ma  ol  ne o po no   .  pažene  o 
bile nekatere razlike v vrednostih MIK glede na mesto mutacije. Mutaciji A2058G/C in 
A2059G privedeta do visokih vrednosti MIK za 14- in 15- člen  e ma  ol  e.    ac ja 
A2059G ima v primerjavi z A2058G pri nekaterih 15- in 16-člen   h ma  olidih zelo 
povečano v e no      , in sicer od 64-256 µ /m  (Pe ey e  n  o ., 2016, Waites in sod., 
2017, Bebear in Pereyre., 2005). 
 
Preglednica 4: Vrednosti minimalne inhibitorne koncetracije MLSK antibiotikov (makrolidi, linkozamidi, 
streptogramin in ketolidi) za  l n čne  zola e Mycoplasma pneumoniae, ki so odporni proti makrolidom 
(Bebear in Pereyre., 2005). 
M. PNEUMONIAE VREDNOSTI MIK (µg/mL) 
izolati ERY CLA AZM JOS MDM RKI LIN CLI Q-D TEL 
 efe enčn   ev 129 0,015 0,008-
0,015 
0,002 0,03-
0,12 
0,008-
0,06 
0,01-
0,06 
8 4 0,25 0,002 
 l n čn   ev  z 
mutacijo v domeni V 
23S rRNA: 
          
A2058G 32-
>256 
32-
>256 
32-
>64 
4-16 2-16 0,03-1 >256 256 0,5-1 32-
>64 
A2058C >256 >256 16 64 64 4 64 32 1 ND 
A2059G >64-
256 
16-
>64 
16-64 >64-
256 
>64-
>256 
8-32 64 32 0,25 2-4 
C2611G 8 1 0,03 0,25 0,25 0,06 16 4 0,25 ND 
Legenda: ERY – eritromicin; CLA – klaritromicin; AZM – azitromicin; JOS – jozamicin; MDM – 
midekamicin; RKI – rokitamicin; LIN – linkomicin; CLI – klindamicin; Q-D – kvinopristin-dalfopristin; 
TEL – telitromicin; ND – ne  oločeno (an . no   e e m ne) 
 
Pri proteinu L4 in L22 je sprememba ene aminokisline (vstavitev ali delecija) povezana z 
nizko stopnjo makrolidne odpornosti pri in vitro izbranih mutantah (Pereyre in sod., 2016). 
2.5.2 Fluorokinoloni 
Fluorokinoloni so antibiotiki, ki se prav tako  po abljajo za z  avljenje o  žb,    j h 
povz oča M. pneumoniae.  ovej   fl o o  nolon   ažejo povečano a   vno   p o   vsem 
mikoplazmam,    povz očajo o  žbe p   lj  eh  n  el jejo ba  e  oc  no.  ežava se 
pojavi, ker je minimalna inhibitorna koncentracija vseh fluo o  nolonov v  ja o  
makrolidov in njim sorodnim antibiotikom. Omenjene antibiotike se pogosto uporablja za 
z  avljenje o  žb   hal p   o  a l h,  aj  el jejo na več na pa o enov,    povz očajo z naj 
boln  n čne o  žbe,  o   o a  p čne ba  e  je (m  oplazme,  lam   je, le  onele)  n 
pnevmokoki. Za a   možne a  o   čne a  elovanja na  azvoj h ustanca, flurokinoloni niso 
pripo očlj v  za z  avljenje o  o . Za a   na a čajoče ba  e  j  e o po no    p o   
flurokinolonom je potrebna tudi ustrezna uporaba antibiotika. (Bebear in sod., 2011; 
Bebear in Pereyre., 2005; Waites in Talkington, 2004). 
 l o o  nolon   zv  ajo  z   nolonov,     o   n e  čna he e oc  l čna    p na an  b o   ov s 
   o  m spektrom delovanja (Redgrave in sod., 2014).  j hovo  elovanje  e  aže v 
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zaviranju topoizomeraze tipa II (DNA giraza) in topoizomeraze tipa IV, ki so bistvene za 
podvajanje bakterijske DNA (Bebear in sod., 2011).  
2.5.2.1 Mehanizem pridobljene odpornosti proti fluorokinolonom  
   ac je v  a čn h  en h  y    n  y          aze  n pa C  e  pa    opo zome aze  V 
omo očajo  azvoj o po no    ba  e  j p o   fl  okinolonom, vendar do sedaj pri M. 
pneumoniae  e n  o poznane.  a p o no pa  o že  o azane p   ba  e  j  M. genitalium 
(Pereyre in sod., 2016). 
2.6   Z       S  SEVOV MYCOPLASMA PNEUMONIAE ODPORNIH PROTI 
MAKROLIDOM 
Pred letom 2000 je bilo znanih zelo malo sevov M. pneumoniae, ki so bili odporni proti 
makrolidom. Na Japonskem in Finskem ter  v Izraelu, ZDA in Franciji  o po očal  o  e  ih 
sevih, ki so bili odporni proti eritromicinu med letoma 1968 in 1999. P va po oč la o 
 az   jeno     ez   en n h  evov M. pneumoniae proti makrolidom (ang. Macrolide-resistant 
Mycoplasma pneumoniae; MRMP)  o  e pojav la na  apon  em v zače    le a 2000. 
 a neje  o  e  az    l  po  z j   n   ča oma      v  v opo  n Seve no  me   o. V le   2006 
so na Japonskem dokazali 30 % MRMP, medtem ko v obdobju 2010–2011 že  o 90 % 
(Waites in sod., 2017). 
V  v op  je  az   jeno   o po n h  evov b   veno n žja  o  v  z j   n  e  azl   je o    žave 
 o   žave.   žave z n z  m  eležem o po n h  evov  o za en  a  Sloven ja (1 %),  an  a 
(1,6 %) in  emč ja (3,6 %), me  em  o je v   anc j  odpornost sevov 9,8 %, Veliki 
Britaniji 19 %,  Italiji 26 % in  Izraelu 30 % (Preglednica 5). 
Po  ebno je      opozo    ,  a  e več na raziskav o odpornih sevih p o   ma  ol  om nana a 
na hospitalizirane bolnike.      ja,    b  zajemala v e pac en e, je  ež o  zve lj va,  aj  o 
mno e o  žbe z M. pneumoniae blage in se jih velikokrat ne odkrije (Pereyre in sod., 
2016; Waites in sod., 2017). 
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Preglednica 5: Prevalenca odpornih sevov Mycoplasma pneumoniae proti makrolidom po svetu. 
DRŽAVA  
 
LETO MAKROLIDNA 
ODPORNOST v odstotkih 
(POZITIVNI VZORCI / VSI 
TESTIRANI VZORCI) 
VIR 
ZDA (6   Ž V) 2012-2014 13,2 % ( 12/91) Zheng in sod., 2015 
JAPONSKA  
(68 zdr. ustanov) 
2008- 2015 70,2 % (1016/1448) Tanaka in sod., 2017 
KITAJSKA 
(HONG-KONG) 
2011-2014 34,9 % (84/241) Ho in sod., 2015 
KITAJSKA 
(ZHEJIANG) 
2012-2014 100 % (71/71) Zhou in sod., 2015 
KITAJSKA 
(PEKING) 
2013 98 % (128/130) Yan in sod., 2014 
KOREJA 
(SEOUL) 
2015 87 % (82/95) Lee in sod., 2017 
AVSTRALIJA  2008-2012 3,3 % (1/30) Xue in sod., 2014 
IZRAEL 2010 22 % (9/41) Pereyre in sod., 2012 
DANSKA 2010-2011 1,6 % (6/365) Uldum in sod., 2012 
ANGLIJA 2014-2015 9,3 % (4/43) Brown in sod., 2015 
FRANCIJA  2011 8,3 % (6/72) Pereyre in sod., 2013 
   Č    2011-2012 3,1 % (3/96) Dumke in sod., 2015 
SLOVENIJA 2006-2014 1 % (7/783) Kogoj in sod., 2015 
ITALIJA 2010 26 % (11/43) Chironna in sod., 2011 
 V C  2011-2013 2 % (1/50) Mayer Sauteur in sod., 2014 
    S   2010-2012 19 % (6/32) Ferguson in sod., 2013 
 
2.7 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA 
   žbe,    j h povz oča ba  e  ja M. pneumoniae, ugotavljamo z metodo osamitve, z 
mole  la n m  me o am   n    e olo   m   e   .  ežavo o am  ve ba  e  je p e   avlja 
njena poča na  a    n zah evna   l  vac ja, me  em  o je p    e olo  em  e    anj  po  ebno 
testirati parna seruma iz akutne in konvalescentne faze, ki sta vsaj 2 tedna narazen. 
 ole  la n   e     o   a  , ven a   o v  o o  pec f čn , obč  lj v   n omo očajo h   o 
  a no    o (Wa  e   n  o ., 2017). e   em  me o am   o PC  v  ealnem ča  , v nez en  
PCR, PCR z reverzno transkriptazo in mnogokratni PCR (Daxboeck in sod., 2003).  
  žn ne,     o p  me ne za  o azovanje o  žbe  ihal,    j h povz oča M. pneumoniae, so 
b    o ofa  n  a,  zmeče , b onhoalveola n   zmeče  (ang. bronchoalveolar lavage; BAL), 
a p  a    aheje,    vo plj č, p   obljeno z b op  jo,  n  e oč na  z ple  alne a p o  o a. 
 az   ave  o po azale,  a je  zmeče  najbolj p  me na   žn na za o    vanje o  žb,    j h 
povz oča M. pneumoniae. V p a    pa  e najpo o  eje  po ablja b    ž ela,  aj imajo 
boln    ob čajno   h  a elj. Za   žn ne je pomembno, da se jih shrani v ustreznem 
  an po  nem  oj  č . S  em  e oh an   po obno   p ež ve ja ba  e  j za  oj  vene me o e, 
vz  ž je pa se tudi   ab lno       za mole  la no  e e c jo.   žn na mo a b    v 
laboratorij p ene ena v naj  aj em možnem ča    in shranjena pri 4 °C. Za odvzem brisa se 
 po ablja  amo  e  on  o al  pol e  e   o  on co,  aj bombažne al  al  na ne  on ce lah o 
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delujejo inhibitorno na rast bakterije. Serum za dokazovanje protiteles je potrebno le 
zamrzniti do preiskave (Waites in sod., 2017; Daxboeck in sod., 2003). 
2.7.1 Osamitev bakterije Mycoplasma pneumonae iz kužnine 
Izolacija bakterije M. pneumoniae  z   žn ne je  ol o  ajna  n  labo obč  lj va, za o n  
p  po očlj va za   a no    o.  bč  lj vo    oj  ven h me o  je največ 60 %, me  em ko je 
 pec f čno   100 %. Za  oj  ev ba  e  je  po abljamo  e oče  oj  če SP-4 in trdno posebno 
 oj  če za M. pneumoniae.  a   v  e očem  oj  č  je opazna   pomočjo p   n   a o ja 
fenol   eče,    za a   p o zvo nje    l n p    az  a nj   l  oze v  oj  č  barvo spremeni iz 
 jave v zeleno. Ča   n  bac je je zelo o v  en o  zače ne a  no  l ma  n lah o   aja o  4 
 n   o ne aj  e nov.  a    n h  oj  č h z a  ejo znač lne kolonije, velike 100 nm, ki so pri 
opazovanju s stereomikroskopom vidne v obliki jajca na oko. Identifikacija M. 
pneumoniae n  mo oča na o nov  mo folo   h la  no   , pač pa   testom PCR ali z 
 o azom ba  e  j   h an   enov    e  om  m nofl o e cence. Čep av  majo  oj  vene 
me o e n z o obč  lj vo  ,  o v  l n čn h  az   avah nepo  e lj ve,  aj z njimi pridobimo 
 zola  za  e    anje p o  m   obne obč  lj vo     n   p zac jo.   am  ev pa o ena je 
pomembna tudi pri      j  pa o eneze zunajplj čn h o  žb,  aj   pe na  zolac ja 
za o avlja  o az ž v h m   oo  an zmov (Wa  e   n  o ., 2017;  axboec  in sod., 2003). 
2.7.2 Serologija 
Serologija ima v  ana njem ča   zaradi  o  opno    h   ej  h, v  o o obč  lj v h  n 
 pec f čn h molekularnih testov vedno manj   pomen v   a no      o  žb z M. 
pneumoniae. S  e olo   m   e    ELISA  o az jemo  pec f čna protitelesa IgM, IgG in 
IgA.  bč  lj vo   me o e je o v  na o  ča a o vzema   v   n  kakovosti testa (Waites in 
sod., 2017).  
Protitelesa IgM na  anejo o  7  o 10  n  po pojav  bolezn   n  o ežejo najv  j     e  v 
tretjem tednu bolezni. Ta protitelesa so po aza elj a   ne o  žbe.  lavna pomanj lj vo   
diagnoze, ki temelji na dokazovanju IgM protiteles je, da redko nastanejo pri odraslih, 
najve je neje za a   p e ho n h o  žb.  e a  ven  ez l a  za o ne  z lj č je a   ne o  žbe 
z M. pneumoniae p     a ej  h.          p o   ele a  o po aza elj a   ne o  žbe  n  e 
proizvajajo v zgodnjem obdobju bolezni. Nastanejo h   o po o  žb , nj hov    e  pa upade 
p ej  o     e       n     p o   ele .  aven  pec f čn h p o   ele       e poča   poveč je v 
ča   bolezn   n  o eže največj     e  pe    e en po pojav   l n čn h   mp omov (Wa  e   n 
sod., 2017; Daxboeck in sod., 2003). 
2.7.3 Molekularne metode 
Osnovna molekularna metoda v diagnostiki je ve  žna  ea c ja   pol me azo (ang. 
polymerase chain reaction; PCR) 
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2.7.3.1 Test PCR in PCR v  ealnem ča    
Prvi test PCR za neposredno dokazovanje bakterije M. pneumoniae v boln  ov    žn n  je 
bil objavljen leta 1989,  a neje  o  azv l  več  e  ov. Pri testu PC   o   a čnem genu 
najpogosteje uporabljamo  gen za beljakovino P1, gen za 16S rRNA, 16S-23S rRNA 
    ančn  e,  en za C   S  o   n  n  en za   P-azni operon (Waites in sod., 2017; 
Daxboeck in sod., 2003). 
 ole  la ne me o e  majo v več n  p  me ov bolj o anal   čno  n  l n čno obč  lj vo    o  
indirektne metode dokazovanja patogena. Metoda o am  ve ba  e  je  z   žn ne je  ol o 
veljala za »zla     an a  « v labo a o  j      a no      o  žb z M. pneumoniae, vendar so 
jih nadomestile molekularne metode, in sicer zaradi v  je obč  lj vo   , v  o e  pec f čno    
 n h   ej e  zve be (Waites in sod., 2017). 
 b čajn  test PCR je nadomestil PCR v realnem ča  .  je ove p e no     o h   ej a 
dostopnost rezultata, zmanj ana možno    on am nac je, v  ja obč  lj vo    n  pec f čno  , 
z njimi pa lahko odkrivamo tudi gene z mutacijami, ki vplivajo na protimikrobne lastnosti 
sevov,  n anal z  amo  ene   o povezano   o  an zmov.  zbolj ana  pec f čno   je 
predvsem posledica uporabe oligonukleotidne sonde (Waites in sod., 2017).  
Metoda PC  v  ealnem ča   je  azl č ca me o e PC ,    z   ž je pomnoževanje  a čne 
     n označevanje na  ale a p o    a   pomočjo fl o e cenčn h  o . Za sprotno 
spremljanje pridelka PCR se uporabljajo fluorescentna barvila, ki  e ne pec f čno v  a  jo 
v DNA, in fluorescentne sonde, ki  e  omplemen a no vežejo na  a čno zapo e je. 
Fluorescentne sonde temeljijo na prenosu svetlobne energije med dvema sosednjima 
mole  lama ba v la. P oce   e  men je fl o e cenčn  p eno   e onančne ene   je (an . 
fluorescence resonance energy transfer, FRET) (Espy in sod., 2006; Pryor in Wittwer., 
2006).  
 b  aja več v     on , in sicer TaqMan sonde, molekularni oddajniki (ang. molecular 
beacons) in FRET hibridizacijske sonde. V diagnostiki se najpogosteje uporabljajo 
TaqMan sonde (slika 6). To so kratki oligonukleotidi, ki imajo na 5'  onc  fl o e cenčno 
ba v lo  n na 3'  onc      lno barvilo (ang. quenching dye). Postopek poteka tako, da se 
sonda veže na  omplemen a n   el    , na o encim Taq polimeraza s svojo 5' nukleazno 
aktivnostjo odcepi 5' konec sonde in s tem loč  fl o e cenčno ba v lo o      lca. Takrat 
pride do pojava fluorescence, ki jo zazna detektor (Espy in sod., 2006).  
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Slika 6: Prikaz delovanja TagMan sonde (Espy in sod., 2006). 
Molekularni oddajniki (slika 7) so podobni TaqMan sondam, vendar pri njih ni potrebna 
cepitev na 5' koncu s Taq polimerazo. Oligonukleotid ima na 5' koncu fluorescentno 
ba v lo  n na 3'  onc      lno ba v lo. Son a je za novana  a o,  a   a     onca 
 omplemen a na  n  e p   n z    empe a     poveže a v zan o. Takrat sta si barvili blizu,  
zato ne pride do fluorescence, srednji del sonde pa se komplementarno prilega na PCR 
pomnože . P   v  o    empe a       a  on a  n PC  pomnože  enove  žna,  o  empe a   o 
zn žamo, pa  e o  e nj   el  on e veže na PC  p   ele   n    em p    l ,  a  e ba v l  loč  a. 
S  em  e  n č   č ne      lne a ba v la  n fl o e cen no ba v lo o  a  ve lobn     nal 
(Espy in sod., 2006).  
 
Slika 7: Prikaz delovanje molekularnih oddajnikov (Espy in sod., 2006). 
FRET hibridizacijski sondi (slika 8) sta dva DNA oligonukleotida, ki se prile a a na  a čno 
zaporedje DNA eden poleg drugega v obliki glava–rep. Sonda (ang. upstream probe), ki je 
bl žje 5'  onc  ve   e    , ima vezano fluorescentno barvilo, ki absorbira vzbujevalno 
svetlobo in deluje kot donor fotonov. Druga sonda (ang. downstream probe) ima vezano 
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sprejemno barvilo (np .  C  e  640),    ab o b  a fo one o  fl o e cenčne a ba v la  n 
o  a  ve lobo  alj e valovne  olž ne,  a  zazna  enzo  nap ave (Espy in sod., 2006). 
 
Slika 8: Prikaz delovanja FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer) hibidizacijskih sond (Espy in 
sod., 2006). 
FRET hibridizacijske sonde omo očajo tudi analizo temperature  aljenja p   el a PC . Če 
 empe a   o poča   poveč jemo,  e   ča oma  on e ne bo o več vezale na    , kar vpliva 
na upad FRET signala  n po le  čno upad fluorescence (Espy in sod., 2006). 
 
2.8 MET    Z       V         Č     V S   S V V MYCOPLASMA 
PNEUMONIAE ZA MAKROLIDE 
2.8.1 PCR v realnem času z analizo temperature taljenja  
 bč  lj vo    evov M. pneumoniae za makrolide lahko ugotavljamo z metodo PCR z 
analizo temperature taljenja. P    em po  op   po  ončanem  e    PC  v realnem ča   
sledi faza taljenja, ko s konstantno hitrostjo (0,1–0,3 °C/ ) poveč jemo  empe a   o 
vzorca. Temperatura, p    a e    vove  žna      azpa e na enove  žno, se lahko zelo 
razlikuje od postopka do postopka, o v  no o  zapo e ja,  olž ne  n v ebnosti GC baznih 
parov (slika 9). Bazi gvanin in citozin sta povezani s tremi vodikovimi vezmi, zato  
potrebujeta več ene   je za p e  n  ev vez , po le  čno pa je  empe a   a  aljenja v  ja. 
Bazni par adenin in timin pa je povezan z dvema vodikovima vezema, zato je temperatura 
 aljenja n žja.      po amezne  azl  e v zapo edju nukleotidov, ki nastanejo zaradi 
 oč ovn h m  ac j v    , lah o spremenijo profil taljenja. Zato lahko temperaturo taljenja 
uporabimo za identifikacijo in genotipizacijo DNA (Pryor in Wittwer, 2006; Roche, 2005.) 
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Slika 9: P   az    v lje  aljenja    . e  mo  p emembo fl o e cence   povečevanjem  empe a   e. 
Temperatura taljenja (ang. melting temperature; Tm) je definirana kot temperatura kjer je na grafu nivo 
fluorescence 50 % (Wittwer Lab, 2018) 
 
Za  oločanje  empe a   e  aljenja nam  n    men  me   p emljanjem fl o e cence 
poveč je  empe a   o vzo ca.  l o e cenca vzo ca  e zmanj a,  o  e  empe a   a 
poveč je. P   anal z    SY     een ba v lom  e fl o e cenca zmanj a,  e   vove  žna 
DNA razpade, s tem pa se sprostijo tudi molekule barvila, ki so bile vezane na DNA. Pri 
 e      h b    zac j   m   on am  pa  e fl o e cenca zmanj a,  e   e  a čn   on   začne a 
taliti, kar povz oč  loč  ev ba v l. Za a   p evel  e  az alje me  ba v loma ne mo a več 
priti do fluorescence (Roche.2005). 
 
 n    men     h Cycle  me  anal zo  aljenja poveč je  empe a   o  n  on  ol  a  aljenje 
 on ,  a o  a  p emlja zmanj evanje fl o e cenc.  olj je   ab lna vezava me   a čno     
 n  on am , v  ja je  empe a   a  aljenja.  oč ovne m  ac je o lab jo vezavo 
hibridizacijskih sond, zato je  empe a   a  aljenja n žja  o  p     vjem  ev  (slika 10) 
(Roche, 2005). 
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Slika 10: Z dodatno analizo krivulj dobimo krivulje z vrhovi, kjer lahko jasno razlikujemo med divjim sevom 
in mutanto. Na Y osi je negativni prvi odvod (-dF/dT) fluorescnce v odvisnosti od temperature (Gullsby in 
Bondeson, 2016).  
Metoda PCR z analizo  al lne    v lje v  o e ločlj vo    (ang. high resolution melting 
analysis; HRM) je na   a nja me o e PC     la  čno analizo krivulje taljenja, saj je 
na ančnej a, pole   e a pa  z njo p   ob mo več  nfo mac j. P    RM metodi poteka faza 
taljenje samo 1–2 minuti, v  omb nac j    h    m  c  l  pomnoževanja pa lahko analiziramo 
 ončn  p o     v manj  o  30 m n  ah (P yo   n Wittwer, 2006).  
2.8.2 Pirosekvenciranje 
P  o e venc  anje je me o a,    omo oča  oloč  ev n  leo   ne a zapo e ja ma   čne 
DNA po p  nc p   e venc  anja     n ezo v  ealnem ča   (slika 11). Metoda je primerna za 
sekvenciranje relativno kratkega zaporedja DNA. Z njo lahko pri bakteriji M. pneumoniae 
o    jemo  oč ovne mutacije v genu 23 S rRNA, ki vplivajo na odpornost proti 
makrolidom (Spuesens in sod., 2010, Ahmadian in sod., 2006). 
 e o a  emelj  na  po ab       h enc mov, in sicer DNA polimeraza, ATP sulfurilaza, 
luciferaza in aperaza (Ahmadian in sod., 2006). 
Po  ončanem  e    PC   ledi denaturacija,   č me   ob mo enove  žn  pridelek PCR, na 
 a e e a  e lah o veže  e venčn  zače n  ol  on  leo   .  ea c j  a me an ca v eb je 
enove  žn  PC  p o     z vezan m zače n m ol  non  leo   om  n v e       enc me  e  
substrat adenozin fosfosulfat in luciferin.  
V reakcijo dodamo prvi deoksiribonukleotid trifosfat (dNTP). DNA-polimeraza katalizira 
dodajanje dNTP v ma   čno    . Če  e  o an n  leo    veže z n  leo   om v ma   čn  
DNA, se spros   p  ofo fa ,     l ž   o    b   a  za   P   lf   lazo  n na  ane   P. V 
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naslednji reakciji se ATP uporabi za oksidacijo luciferina z luciferazo, p   čeme   dobimo 
svetlobni signal, ki ga zazna naprava. Na koncu apiraza razgradi nukleotide, ki se niso 
vezal  v ma   čno    .  o enc m  e  a  a e p   e le v p  me  , če  e na zače     ea c je 
v DNA vgradi pravilni nukleotid (Ahmadian in sod., 2006, Qiagen, 2018). 
 
Slika 11: Shematski prikaz metode pirosekvenciranje (   eče – apiraza, zeleno – ATP sufurilaza, rumeno – 
luciferaza) (Ahmadian in sod., 2006). 
2.8.3 Analiza konformacijskih polimorfizmov enoverižne DNA  
 nal za  onfo mac j   h pol mo f zmov enove  žne     (an .   n le-strand conformation 
polymorphism; SSCP) je p ep o  a  n obč  lj va me o a za o    vanje m  acij in 
 eno  p zac jo.  ačelo me o e je,  a  ma enove  žna      ef n  ano  onfo mac jo,     e 
lahko  p emen  za a    oč ovne m  ac je (slika 12). Sp ememba povz oč   potovanje 
enove  žne     z m  ac jo v ele   ofo eznem  el  z     ačno h   o  jo, kot potuje divji 
sev (Dong in Zhu, 2005; Lin in sod., 2010).  
Da lahko opazimo premikanje fragmentov med elektroforezo, se lahko uporablja 
 a  o zo ope, ba vanje     eb om, fl o e cen no označene zače ne ol  on  leo   e  n v 
za njem ča    ap la no ele   ofo ezo ( on   n Zh , 2005; Gasser in sod., 2006).  
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Slika 12: Shematski prikaz metode SSCP (ang. single-strand conformation polymorphism) (Gasser in sod., 
2006). 
2.8.4 Polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov  
Pol mo f zem  olž n  e     c j   h f a men ov (an . restriction fragment length 
polymorphism; RFLP) se pogosto uporablja za   en  f  ac jo  azl   na  pec f čnem  el  
DNA. Metoda temelji na uporabi  e     c j   h enc mov (  ),     pec f čno  ežejo 
 vove  žno   A v ali ob svojem prepoznavnem nukleotidnem zaporedju (slika 13).  
P v   o a  je pomnož  ev o  e a    ,    vsebuje mutac jo   pomočjo metode PCR. PCR 
pridelke inkubiramo pri optimalni temperaturi z encimi. Sledi elektroforeza na agaroznem 
gelu. Slednjega po le amo po   V  ve lobo  n  le e na  olž ne f a men ov  oloč mo 
genotip vzorcem (Rasmussen, 2012).  
 
Slika 13: Shema  čn  p   az metode  pol mo f zem  olž n  e     c j   h f a men ov  (Porter, 2008)  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 VZORCI BOLNIKOV IN STANDARDNI SEVI 
V ma       o nalo o  mo v lj č l  137 vzo cev  zol  ane     boln  ov, p    a e  h je b la 
 o azana o  žba z ba  e  jo M. pneumoniae z me o o PC  v  ealnem ča   (   ene, 
Francija) in 7 vzorcev DNA M. pneumoniae z že  o azano mutacijo v genu 23S rRNA, ki 
povz oča o po no   ba  e  je p o   ma  ol  n m an  b o   om. V    po abljen  vzo c   o 
bili shranjeni pri -80 °C v  abo a o  j  za   a no    o o  žb    lam   jam   n      m  
zno  ajcel čn m  ba  e  jam ,  n      a za m   ob olo  jo  n  m nolo  jo,   . Za pozitivno 
kontrolo smo uporabili tudi standardni sev M. pneumoniae WT (ATCC 15531), medtem ko 
smo za negativno kontrolo uporabili sterilno, destilirano in deionizirano vodo. 
3.2 REAGENTI 
-    h Cycle ®  a  S a       a  e   ybP obe, ( oche,  emč ja). 
- L.C Color Compen a  on ( oche,  emč ja). 
-  olec la  b olo y wa e  (Q a en,  emč ja). 
 
Za  zve bo  e  a PC  v  ealnem ča    mo  po ab l  zače ne ol  on  leo   e  n sonde (TIB 
 olb ol,  emč ja),     o prikazane v preglednici 6 in 7.  
Za  vo a čn  PC  v  ealnem ča    mo  po ab l   va pa a zače n h ol  on  leo   ov  n  va 
pa a h b    zac j   h  on . Zače na ol  on  leo   a  1-Mpn in R1- pn pomnož je a 262 
bp dolg odsek gena 23S rRNA, ki vklj č je n  leo   e na me   h 2063, 2064  n 2067, 
medtem ko zače na n  leo   a  3-Mpn in R4- pn pomnož je a 495  ol  o  e   ena, 
vklj čno z n  leo   om na me    2617. Vsak par hibridizacijskih sond je imel akceptorsko 
sondo, označeno z barvilom LC-Red 640 ali LC-Red 705, ki se hibridizira na regijo, kjer je 
mutacijsko mesto, in donorsko sondo, označeno   fl o e ce nom,     e veže na     3 al  4 
baze pred akceptorsko sondo.  
Dodatni eno a čn  PC  z anal zo  al lne  empe a   e  mo  zve l  za  oloč  ev m  ac je 
A2058G (E. coli   ev lčenje).  ono   a  on a je bila na 3'  onc  označena   fl o e c nom 
in se je popolnoma ujemala s sekvenco gena 23S rRNA na mestu 2063, kjer pride do 
tranzicije adenina v gvanin. Akceptorska sonda pa je b la na 5'  onc  označena z  C-Red 
640 in na 3' koncu fosforilirana. Z eno a čn m PCR v realnem ča    mo pomnož l  262 bp 
dolg odsek. 
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Preglednica 6: Zače n  ol  on  leo      n  on e pri dvo a čnem PC  v  ealnem ča   (Peuchant in sod., 2009). 
ZAČETNI 
OLIGONUKLEOTIDI IN 
SONDE 
SEKVENCA ( 5'  3')  DOLŽINA ODSEKA 
(bp) 
Zače n  ol  on  leo    
F1-Mpn  
GAAGGAGGTTAGCGCAA 
262 
Zače n  ol  onukleotid 
R1-Mpn  
TTCTCTACATGATAATGTCCTG 
Donorska sonda 
Anchor-probe7 označena   
fluorescinom 
CGGGTGAAGACACCCGTTAGGC-
fluorescein 
Akceptorska sonda Sensor-
probe7 - označena z  C  e  
640 
LC-Red640-ACGGGACGGAAAGACC-posfat 
Zače n  ol  on  leo    F3-
Mpn 
GGATAAAAGCTACTCCGGG 
459 
Zače n  ol  on  leo    R4-
Mpn 
CTGCGTATTTCCTACCAAAG 
Donorska sonda Anchor-
probe8  
označena   fl o e c nom 
TTCAAACCGTCGTGAGACAGGTT-
fluorescein 
Akceptorska sonda Sensor-
probe8  
označena z  C  e  705 
LC-Red705 
TCCCTATCTATTGTGCCCGTAGGA- fosfat 
 
Preglednica 7: Zače n  oligonukleotidi in sonde pri eno a čnem PC  v  ealnem ča   (Pe chan   n  o ., 2009). 
ZAČETNI 
OLIGONUKLEOTIDI IN 
SONDE 
SEKVENCA (5'  3')  DOLŽINA ODSEKA (bp) 
Zače n  ol  onukleotid 
F1-Mpn 
GAAGGAGGTTAGCGCAA 
262 
Zače n  ol  onukleotid 
R1-Mpn 
TTCTCTACATGATAATGTCCTG 
Donorska sonda Anchor-
probe1 
 značena   fl o e c nom 
LC-Red640-
TTGCGCCTAACGGGTGTCTT- fosfat 
Akceptorska sonda Sensor-
probe1-2058G 
označena   fl o e c nom 
TTCACGGGGTCTTCCCGTCC-
fluorescein 
 
3.3 LABORATORIJSKA OPREMA 
- Mikrocentrifugirke,  
- kalibrirane pipete in nastavki za pipete, 
- lightCycler Capillaries 20 µ  ( oche,  emč ja), 
- nap ava za PC  v  ealnem ča  :    h  Cycle  2.0 ( oche,  emč ja), 
- cen   f  a za PC :  C Ca o  el Cen   f  e 2.0 ( oche,  emč ja), 
- hla  ln   z zam zovaln  om (  ebhe  ,  emč ja), 
- zamrzovalnik pri -80 °C (Sanyo,  apon  a). 
26 
Papež  .  oločanje obč  lj vo    ba  e  je M. pneumoniae za ma  ol  e z me o o PC  v  ealnem ča  . 
   a .  elo. (  2).  j bljana,  n v. v  j bljan ,   o ehn   a fa  l e a,      j m   ob olo  je, 2018 
3.4 PC  V         Č S  Z      Z     V              
V nalo    mo želel  p  p av    me o o PC  v  ealnem ča   z anal zo temperature taljenja za 
dokaz DNA bakterije M. pneumoniae v boln  ov    žn n   n h  a    oloč    obč  lj vo   
seva za makrolide.  po ab l   mo zače ne ol  on  leo   e,     majo me to vezave na DNA 
v regiji 23S rR  ,  je   o znane m  ac je,    povz oč jo o po no   proti makrolidom 
(Preglednica 6).  
Pogoje za reakcijo PCR in analizo temperature taljenja smo povzeli po      j  Peuchant in 
sod. (2009) in jih optimizirali na aparaturi LightCycler 2.0 (Roche).  
V kanalu 640 nm smo spremljali fluorescenco, ki jo je oddalo barvilo LC Red 640 z 
akceptorsko sondo sensor-probe7. V kanalu 705 nm pa smo spremljali fluorescenco, ki jo 
je oddalo barvilo LC Red 705 z akceptorsko sondo sensor-probe8 (Preglednica 8 in 9).  
Preglednica 8: Interpretacija rezultatov za  vo a čn  PC  v  ealnem ča   ter analizo temperature taljenja 
(Peuchant in sod., 2009).  
FLUORESCENCA, KI JO ODDA BARVILO 
LC RED 640 
FLUORESCENCA, KI JO ODDA BARVILO 
LC RED 705 
Tm [°C] Interpretacija rezultata Tm [°C] Interpretacija rezultata 
58,2  WT 64,5 WT/ MUT A2058G/A2059G/ 
A2058C/A2062G 
49,1 MUT A2059G 60,5 MUT 2611G / 2611A 
48,2 MUT A2058G 
54,1 MUT A2058C/A2062G 
Legenda: Tm, temperatura taljenja; MUT, mutanta; WT, divji sev 
Preglednica 9: Interpretacija rezultatov za eno a čn  PC  v  ealnem ča   (Peuchant in sod., 2009).  
FLUORESCENCA, KI JO ODDA BARVILO LC RED 640 
Tm [°C] Interpretacija rezultata 
65,5 MUT A2058G 
60,2 WT IN OSTALE MUT 
Legenda: Tm, temperatura taljenja; MUT, mutanta; WT, divji sev 
Za potek reakcije PCR smo uporabljali  ea c j  o me an co    h Cycle ®  a  S a       
Master HybProbe (Roche).  
Volumen rea c j  e me an ce z  o ano     je zna al 20 µ . P   v a em  e    PC   mo 
uporabili negativno kontrolo in dve pozitivni kontroli – eno je predstavljala DNA divjega 
seva M. pneumoniae ATCC 15531, drugo DNA seva z mutacijo v genu 23S rRNA, ki so jo 
v  abo a o  j  za   a no    o  nfe c j    lam   jam   n      m  zno  ajcel čn m  
bakterijami predhodno dokazali z metodo pirosekvenciranja.  
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Za p  p avo  ea c j  e me an ce za  vo a čn  PCR z analizo krivulje taljenja smo 
uporabili: 
-    h Cycle ®  a  S a       a  e   ybP obe, 10x, 
- MgCl2, 
- zače n  ol  on  leo      1-Mpn in F3-Mpn, ter R1-Mpn in R4-Mpn, 
- donorski sondi – na 3' koncu imata vezan fluorescin,  
- akceptorski sondi – na 5' koncu imata vezan LC-Red 640 oz. 705, 
- voda brez nukleazne aktivnosti. 
 
 ea c j  a me an ca za eno a čn  PC  v  ealnem ča   je v ebovala: 
-    h Cycle ®  a  S a       a  e   ybP obe, 10x, 
- MgCl2, 
- zače n  ol  on  leo      1-Mpn, in R1-Mpn, 
- donorska sonda – na 3' koncu ima vezan fluorescin, 
- akceptorska sonda - na 5' koncu imata vezan LC-Red 640 ali 705, 
- voda brez nukleazne aktivnosti. 
 
Pogoji pomnoževanja  o b l  za  vo a čn   n za eno a čn  PC  ena   ter so prikazani v 
preglednici 10.  
 
Preglednica 10: Temperaturno – ča ovn  PC  program za pomnoževanje. 
KORAK TEMPERATURA ČAS CIKLI 
aktivacija 95 °C 10 min 1 
pomnoževanje 95 °C 10 sekund  
 
50 
58 °C 20 sekund 
72 °C 20 sekund 
analiza taljenja 
pridelkov PCR 
95 °C 30 sekund  
 
1 
40 °C 40 sekund 
po 0,1 °C/   o 80 °C 0 sekund 
ohlajanje 40°C 30 sekund 1 
 
3.5  P    Z C     V    Č     PC  V         Č S  
Za op  m zac jo  e  a  mo  po ab l   azl čne  oncen  ac je zače n h ol  on  leo   ov  n 
 on . P eve  l   mo ponovlj vo    ez l a ov,  pec f čno    e  a,  zve l  anal    o 
obč  lj vo    e  a  n  anal    o obč  lj vo   na e a  e  a primerjali z   a no   čn m testom 
Chla/Myco pneumo r-gene (Argene, Francija).  
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3.5.1 Določanje optimalne koncentracije začetnih oligonukleotidov  
Za  ea c jo PC  v  ealnem ča    mo najp ej p  p av l   ea c j  e me an ce,     o  e 
 azl  ovale  amo po  ončn   oncen  ac j  zače n h ol  onukleotidov. Uporabili smo 
naslednje koncentracije:  0,1 µ , 0,15 µ , 0,2 µ , 0,25 µ , 0,3 µ , 0,4 µ , 0,5 µ , 
0,6 µ , 0,7 µ , 0,8 µ , 0,9 µ   n 1,0 µ .  a o  mo v 18 µ   ea c j  e me an ce  o al  
2 µ     . Za op  m zac jo  e  a smo uporabili pozitivno kontrolo M. pneumoniae WT 
(ang. wild-type), pozitivno kontrolo mutante M. pneumoniae in negativno kontrolo.  
3.5.2 Določanje optimalne koncentracije sond 
Da bi ugotovili, katera je optimalna koncentracija sonde, smo pripravili reakcijske 
me an ce,     o  e  azl  ovale  amo po  ončn   oncen  ac j   on .  po ab l   mo na le nje 
koncen  ac je: 0,1 µ , 0,15 µ , 0,2 µ , 0,25 µ , 0,3 µ , 0,4 µ , 0,5 µ , 0,6 µ , 0,7 
µ , 0,8 µ , 0,9 µ   n 1,0 µ . Nato smo v 18 µ   ea c j  e me an ce  o al  2 µ     . 
Pri optimizaciji smo uporabili pozitivno kontrolo M. pneumoniae WT, pozitivno kontrolo 
mutante M. pneumoniae in negativno kontrolo. 
Ponovljivost rezultatov smo preverili        m  ponovitvami istega vzorca in nato preverili 
temperature taljenja.  
3.5.3 Določanje občutljivosti testa PCR v realnem času za dokaz DNA bakterije 
Mycoplasma pneumoniae v kliničnem vzorcu 
Za  oločanje obč  lj vo    me o e PC   mo p  p av l  lo a   em  e  az e č ne 
standardnega seva M. pneumoniae ATCC 15531 z znano koncentracijo DNA (10
5
 kopij 
genoma/µ ).  a e  l   mo raz e č  veno v   o  z naslednjjimi  koncentracijami: 105, 104, 
10
3
, 10
2, 10  n 1  op jo  enoma/µ . Po obno  mo p  p av l   az e č ne m  an e M. 
pneumoniae.  
 nal    a obč  lj vo   PC  je b la  oločena  o  najn žja  oncen  ac ja  op j     M. 
pneumoniae, p    a e   nam PC   ea c ja  e  aje poz   vn   ez l a .  z  oncen  ac j   A in 
p  pa ajoč h v e no    C  nam je program izrisal umeritveno krivuljo.  
Izvedli  mo  e p  me javo obč  lj vo     e  a PC  z anal zo temperature taljenja in 
  a no   čne a  e  a PC  (Argene, Francija). Uporabili smo standardni sev M. pneumoniae 
s koncentracijo 10, 5 in eno kopijo DNA/µ   e  ena e  oncen  ac je  za m  an o M. 
pneumoniae.  ea c j  o me an co  mo p  p av l  po navo  l h p o zvajalca Argene, 
Francija. 
 bč  lj vo    e  a  mo p eve jal       na nač n,  a  mo  azl čne  oncen  ac je  zola a M. 
pneumoniae   al  v   žn no,    n  v ebovala ba  e  je M. pneumoniae. Vzporedno smo v 
  žn no  o al       m  an e. V nadaljevanju smo izolirali DNA in izvedli test PCR. Na ta 
nač n  mo želel  p eve     vpl v   žn ne na  ez l a e.  
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3.5.4 Določanje specifičnosti testa PCR v realnem času za dokaz DNA bakterije 
Mycoplasma pneumoniae v kliničnem vzorcu 
Za ugotavljanje specifično    e  a PC   mo  po ab l  22  azl čn h ba  e  j   h v     e  
standardni sevom M. pneumoniae kot pozitivno kontrolo (Preglednica 11).  
Preglednica 11:  e    an  vzo c  za  e    pec f čno   .  
 
 
3.6  P    Z C          Č     PC  V         Č S  
3.6.1 Določanje koncentracije sond 
Za  oločanje op  malne  oncen  ac je  on  v  e    PC   mo p  p av l   ea c j  o me an co 
   ončno  oncen  ac jo  on  o  0,2 µ   o 0,5 µ . P   op  m zac j   mo  po ab l  v eh 
sedem znanih mutant, pozitivno kontrolo M. pneumoniae WT in negativno kontrolo. 
Končna  oncen  ac ja zače n h ol  on  leo   ov je b la 0,5 µ . 
VZOREC 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus pyogense 
Streptococcus pneumoniae 
Heamophilus influenzae 
Enterococcus feacalis 
Escherichi coli 
Proteus mirabilis 
Pseudomonas aeroginosa 
Corinobacterium spp. 
Streptococcus agalactiae 
Moraxella catarrhalis 
Klebsiella pneumoniae 
Ureaplasma urealyticum 
Ureaplasma parvum 
Mycoplasma homis 
Mycoplasma genitalium 
Candida albicans 
Chlamydia pneumoniae 
Chlamydia trachomatis 
Chlamydia psittaci 
Neisseria gonorrhoeae 
 e ana    na flo a 
neg K 
poz K (Mycoplasma pneumoniae sev ATCC15531) 
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3.7      V         Č     V S   S V V MYCOPLASMA PNEUMONIAE  
ZA MAKROLIDE,  Z          Z        V     Ž    
Po  ončan  op  m zac j   e  a PC  v  ealnem ča   z analizo temperature taljenja smo 
testirali  zb ane vzo ce. V  az   avo  mo v lj č l  vzorce DNA  zol  ane  z   žn n 137 
bolnikov z dokazano m  oplazem  o o  žbo  n  o a no 7 vzorcev DNA sevov M. 
pneumoniae s predhodno dokazano mutacijo na mestih, povezanih z odpornostjo proti 
makrolidom. Vzorci DNA M. pneumoniae so bili iz obdobja 2014–2016. 
 bč  lj vo    evov M. pneumoniae za makrolide smo najprej ugotavljali z  vo a čn m PCR 
v  ealnem ča  , na o z eno a čn m PC  v  ealnem ča  .  bč  lj vo    mo   o avljal   le e 
na kriterije iz tabele 8 in 9.  
 ea c j  a me an ca za  vo a čn  PC  v  ealnem ča   za en vzorec je vsebovala:  
- 2 µ   a  aS a      a  e   yb    za  on P obe  (10x), 
- 1,6 µ   Cl2 (25 mM), 
- 0,2 µ   1- pn (50 µ ),  
- 0,2 µ  F3- pn (50 µ ), 
- 0,2 µ   1- pn (50 µ ),  
- 0,2 µ   4- pn (50 µ ), 
- 0,2 µ  ancho -p obe 7 (20 µ ), 
- 0,2 µ  ancho -p obe8 20 µ ), 
- 0,2 µ   en o -p obe 7 (20 µ ), 
- 0,2 µ   en o -p obe8 (20 µ ),  
- voda brez nukleazne aktivnosti –  o  ončne a vol mna 18 µ , 
- 2 µ     . 
 
Reakcijska me an ca za eno a čn  PCR v realnem ča   je za en vzo ec vsebovala: 
- 2 µ   a  aS a      a  e   yb    za  on P obe  (10x), 
- 1,6 µ   Cl2 (25 mM), 
- 0,2 µ   1- pn (50 µ ), 
- 0,2 µ   1- pn (50 µ ), 
- 0,5 µ  ancho -p obe 1 (20 µ ), 
- 0,5 µ  ancho -probe 1 (20 µ ), 
- Voda brez nukleazne aktivnosti –  o  ončne a vol mna 18 µ , 
- 2 µ     . 
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4 REZULTATI 
Ugotavljali smo  az   jeno    evov M. pneumoniae, ki so odporni proti makrolidom v 
Sloven j . V  a namen  mo p  p av l   e   PC  v  ealnem ča   z anal zo  aljenja,     mo  a 
za ja no loč  ev divjega seva od mutant najprej optimizirali.  Glede na objavljene pogoje 
izvedbe testa PCR z analizo talilne temperature (Peuchant in sod., 2009) smo pri 
 vo a čnem  e  u PCR p  ča oval   empe a   o  aljenja ( m) za   vje  eve 58,2 °C, 
medtem ko naj bi bila Tm 49,1 °C pri mutanti A2059G in 48,2°C p   mutanti A2058G. V 
 anal  705 nm pa  mo p  ča oval   m za   vj   ev  n omenjen  m  an   64,5 °C. Za 
eno a čn   e   PC   mo v  anal  640 nm p  ča oval   m m  an e  2058  pri 65,5 °C  e  
za   vj   ev  n o  ale m  an e 60,2 °C.  
4.1  P    Z C     V    Č     PC  V         Č S  
4.1.1 Določanje koncentracije začetnih oligonukleotidov  
Za ugotavljanje optimalne koncentrac je zače n h ol  on  leo   ov v  ea c j  PC  z 
anal zo  al lne    v lje  mo p  p av l   ea c j  e me an ce,     o v ebovale  oncen  ac je 
začetnih oligonukleotidov, in sicer: 0,1 µ , 0,15 µ , 0,2 µ , 0,25 µ , 0,3 µ , 0,4 µ , 
0,5 µ , 0,6 µ , 0,7 µ , 0,8 µ , 0,9 µ   n 1,0 µ .  p  m zac jo  mo  zve l    poz   vno 
kontrolo, ki sta jo predstavljala divji sev M. pneumoniae WT in mutanta M. pneumoniae. V 
po  op e op  m zac je  mo v lj č l   e ne a  vno  on  olo.  ea c jo PC   mo  zve l  na 
aparaturi Light Cycler v 2.0  n  ez l a e o č  al  v  anal  640 nm  n 705 nm (Slika 14).  
 
Slika 14: Analiza krivulj taljenja v kanalu 640 nm. Testiranje koncentracij 0,5–1,0 µ .  
  o ov l   mo,  a    oncen  ac jo zače n h ol  on  leo   ov 0,5 µ   ob mo najn žjo 
vrednost C  v obeh  anal h, najv  jo vrednost Ct pa p    oncen  ac j  0,1 µ . P      v ljah 
 aljenja  mo opaz l ,  a  o    v lje     eznej e   povečevanjem  oncen  ac je zače n h 
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ol  on  leo   ov, ven a  je b lo več ne pec f čn h p o    ov  n p evisokih Tm, zato smo 
za op  malno  oncen  ac jo zače n h ol  on  leo   ov  oloč l   oncen  ac jo 0,5 µ . 
4.1.2 Določanje koncentracije sond 
Pripravili smo test PC     oncen  ac jo zače n h ol  on  leo   ov 0,5 µ   n  azl čn m  
koncentracijami sond, in sicer: 0,1 µ , 0,15 µ , 0,2 µ , 0,25 µ , 0,3 µ , 0,4 µ , 0,5 
µ , 0,6 µ , 0,7 µ , 0,8 µ , 0,9 µ   n 1,0 µ .  p  m zac jo  on   mo  zve l     evom 
M. pneumoniae WT, mutantno M. pneumoniae in negativno kontrolo.  
Ugotovili smo, da sta  oncen  ac j   on e 0,2 µ   n 0,3 µ   o e l  željeno temperaturo 
 aljenja za W   n m  an o. S povečevanjem  oncen  ac je  o na a čale temperature 
taljenja, pojavilo se je  več ne pec f čn h p o    ov. P   n žj h  oncen  ac jah  on  o  0,2 
µ  tudi nismo dobili primernih krivulj pri pomnoževanj   n  aljenj .  
Za obe testni koncentraciji sond smo izvedli 4 ponovitve divjega seva in 4 ponovitve 
mutante (Preglednica 12).  
P    oncen  ac j   on e 0,2 µ   mo  ob l  večjo  n enz  e o fl o e cence  n n žj   m za 
WT v kanalu 640 nm, zato smo jo izbrali za optimalno koncentracijo (Slika 15).  
Preglednica 12: Ponovljivost rezultatov PCR z analizo talilne krivulje za divji sev in mutanto pri 
 oncen  ac j   on  0,3 µ   n 0,2 µ . 
  KANAL 640 nm KANAL 705 nm 
VZOREC KONCENTRACIJA 
SONDE [ µM] 
Ct  Tm [°C]  Ct Tm [°C] 
WT M. pneumoniae  
 
 
 
0,3 
 
 
24,72 60,41 24,67 65,72 
WT M. pneumoniae 24,69 60,30 24,72 65,72 
WT M. pneumoniae 24,68 60,20 24,83 65,67 
WT M. pneumoniae 24,71 60,23 24,70 65,85 
MUT M. pneumoniae 24,82 49,24 25,44 65,75 
MUT M. pneumoniae 24,58 49,22 25,26 65,63 
MUT M. pneumoniae 24,54 49,35 25,45 65,71 
MUT M. pneumoniae 24,53 49,12 25,51 65,69 
WT M. pneumoniae  
 
 
0,2 
24,72 60,00 24,65 65,65 
WT M. pneumoniae 24,58 59,83 24,67 65,53 
WT M. pneumoniae 24,71 59,91 24,68 65,61 
WT M. pneumoniae 24,60 59,91 24,61 65,61 
MUT M. pneumoniae 24,76 49,05 25,22 65,54 
MUT M. pneumoniae / 49,26 25,10 65,64 
MUT M. pneumoniae / 48,93 25,45 65,57 
MUT M. pneumoniae / 48,93 25,43 65,47 
Legenda: WT = divji sev Mycoplasma pneumoniae; MUT = mutanta Mycoplasma pneumoniae pneumoniae, 
    ma  oč ovno m  ac jo na  en  23S     ,    povz oča o po no   proti makrolidom; Ct = ang. cycle 
treshold; Tm = temperatura taljenja (ang. melting temperature). 
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Slika 15: Optimizacija sond.   
4.1.3 Določanje občutljivosti testa PCR v realnem času za dokaz DNA bakterije 
Mycoplasma pneumoniae v kliničnem vzorcu 
Za  oloč  ev anal    e obč  lj vo     e  a PC   mo p  p av l  lo a   em  o  e č  veno v   o 
standardnega seva M. pneumoniae WT z znano koncentracijo DNA in mutante M. 
pneumoniae. Uporabili smo naslednje koncentracije: 10
5
, 10
4
, 10
3
, 10
2
, 10 in 1 kopijo 
DNA M. pneumoniae/µ . 
  o ov l   mo,  a je obč  lj vo   na e a  e  a PC  v  ealnem ča   z anal zo  al lne    v lje 
10 kopij DNA M. pneumoniae/µ  (Preglednica 13 in 14; slika 16 in 18). Izdelali smo tudi 
umeritveno krivuljo, na kateri je na X o    e e      lo a   em  oncen  ac je    , na Y osi 
pa Ct-vrednost.  
Iz slik   ev l  17 in 19 je razvidno, da je uč n ov  o    e  a primerna, in sicer 1,77 ( kanal 
640 nm) in 1,81 (kanal 705 nm). Znano je, da je uč n ov  o   enc m  e  ea c je dobra, 
kadar je naklon umeritvene krivulje (k) med -3,1  n 3,6  e   z ač nana  č n ov  o   ( ) me  
1,6 in 2,10 (Pfaffl, 2004).  
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Preglednica 13:  bč  lj vo   PC  v  ealnem času. Podatki prikazani za kanal 705 nm.  
VZOREC Ct VREDNOST 
WT M. pneumoniae 10
5  op j/µ  20,86 
WT M. pneumoniae 10
4  op j/µ  24,61 
WT M. pneumoniae 10
3  op j/µ  29,01 
WT M. pneumoniae 10
2  op j/µ  32,32 
WT M. pneumoniae 10
  op j/µ  36,57 
WT M. pneumoniae 5  op j/µ  * 
WT M. pneumoniae 1
  op j/µ  nezaznavno 
MUT M.pneumoniae 10
5 
kopij/µ  21,55 
MUT M.pneumoniae 10
4 
kopij/µ  25,16 
MUT M.pneumoniae 10
3 
kopij/µ  28,67 
MUT M.pneumoniae 10
2 
kopij/µ  31,84 
MUT M.pneumoniae 10
 
kopij/µ  34,81 
MUT M.pneumoniae 5
 
kopij/µ  34,94 
MUT M.pneumoniae 1 kopij/µ  nezaznavno 
Legenda: WT = divji sev Mycoplasma pneumoniae; MUT = mutanta Mycoplasma pneumoniae pneumoniae, 
    ma  oč ovno m  ac jo na  en  23S     ,    povz oča o po no   p o   ma  ol  om; Ct = ang. cycle 
treshold; Tm = temperatura taljenja (ang. melting temperature) * = za WT M. pneumoniae 5  op j/µ   mo 
dobili nespec f čen p o     (C  je > 45). 
Preglednica 14:  bč  lj vo   PC  v  ealnem času. Podatki prikazani za kanal 640 nm.  
 
Legenda: WT = divji sev Mycoplasma pneumoniae; MUT = mutanta Mycoplasma pneumoniae, ki ima 
 oč ovno m  ac jo na  en  23S     ,    povz oča o po no   p o   ma  ol  om Ct = ang. cycle treshold; Tm 
= temperatura taljenja (ang. melting temperature);  * = v kanal  640 nm p   pomnoževanj  n  mo zaznal  
mutante.      
  
VZOREC Ct  
VREDNOST 
WT M. pneumoniae 10
5  op j/µ  21,10 
WT M. pneumoniae 10
4  op j/µ  24,50 
WT M. pneumoniae 10
3  op j/µ  28,92 
WT M. pneumoniae 10
2  op j/µ  33,02 
WT M. pneumoniae 10
  op j/µ  36,73 
WT M. pneumoniae 5  op j/µ  Nezaznavno  
WT M. pneumoniae 1
  op j/µ  Nezaznavno  
MUT M.pneumoniae 10
5  op j/ µ  * 
MUT M.pneumoniae 10
4  op j/ µ  * 
MUT M.pneumoniae 10
3  op j/ µ  * 
MUT M.pneumoniae 10
2  op j/ µ  * 
MUT M.pneumoniae 10
  op j/ µ  * 
MUT M.pneumoniae 5
  op j/ µ  * 
MUT M.pneumoniae 1  op j/ µ  * 
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Slika 16:  o a   em  e  az e č ne   an a  ne a  eva Mycoplasma  pneumoniae z znano koncentracijo DNA 
(10
5
  op j  enoma/µ ) in mutante v kanalu 640 nm.  
 
Slika 17:  me   vena    v lja  e  a PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja v  anal  640 nm.  
 
Slika 18:  o a   em  e  az e č ne   an a  ne a  eva Mycoplasma  pneumoniae z znano koncentracijo DNA 
(10
5
  op j  enoma/µ ) in mutante v kanalu 705 nm. 
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Slika 19: S an a  na  me   vena    v lja  e  a PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja v  anal  
705 nm. 
P  me jal   mo obč  lj vo   testa PCR z analizo temperature taljenja  n obč  lj vo  jo 
  a no   čne a  e  a PC     omple om  ea en ov (   ene,   anc ja).   o ov l   mo,  a 
ima   a no   čn   e   PC  obč  lj vo   5 kopij/µ  za W  in za mutante 1 kopijo    /µ , 
medtem ko ima testni PCR z analizo temperature taljenja 10 kopij D  /µ  za   vj   ev  n 
enako za mutante (slika 20).  
 
Slika 20: P  me java obč  lj vo     e  a PCR in   a no   čne a testa Argene.  
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Za test PCR z analizo talilne krivulje smo ugotavljali      vpl v   žn ne. V  a namen  mo v 
vzorce b   a ž ela,  je  n  b la navzoča     ba  e  je, vnesli znano koncentracijo seva M. 
pneumoniae WT in mutante. Za negativno kontrolo smo uporabili vodo. Po izolaciji DNA 
smo izvedli test PCR. Tudi v tem primeru smo s testom PCR z analizo temperature taljenja 
loč l    vj   ev o  m  an eov.  
 z  zol  ane      mo na e  l   e č  veno v   o  n p eve  l  obč  lj vo  . Ugotovili smo, da 
je obč  lj vo   p  me lj va z anal    o obč  lj vo  jo  e  a. P   10  op jah    /µ  
(p  bl žno 36 c  el)  mo  e dobili pozitivni rezultat (Slika 21 in 22).  
 
Slika 21: P   az obč  lj vo    testa PCR za dokaz DNA,  zol  ane  z   žn ne v  anal  640nm. 
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Slika 22: P   az obč  lj vo    testa PCR za dokaz DNA,  zol  ane  z   žn ne v  anal  705 nm.  
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4.1.4 Določanje specifičnosti testa PCR v realnem času za dokaz DNA bakterije 
Mycoplasma pneumoniae v kliničnem vzorcu 
Za oceno  pec f čno     e  a PC  z anal zo  al lne    v lje  mo  po ab l   zol  ano     
urogenitalnih mikoplazem in respiratornih bakterij ter DNA gliv. S PCR in analizo 
temperature taljenja  mo   pe no pomnož l  le      eva M. pneumoniae WT in s tem 
 o azal  100 %  pec f čno    e  a (slika 23). 
 
Slika 23:  oločanje  pec f čno     e  a PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja. Analiza krivulje 
taljenja v kanalu 640 nm.  
Iz slike 23 je razvidno,  a  o zače n  ol  on  leo      pec f čn   amo za M. pneumoniae, 
saj so ostali vzorci negativni,  z če a  n  moč  ob       v lje  aljenja.   
4.2 UGOTAVLJANJE   Č     V S   S V V MYCOPLASMA PNEUMONIAE ZA 
MAKROLIDE,  Z         Z        V     Ž     
V ma         nalo    mo želel   pozna   obč  lj vo    loven   h  evov M. pneumoniae za 
makrolide. V ta namen smo zbrali 100 vzorcev M. pneumoniae  z boln  ov h   žn n,     o 
povz oč l  o  žbe v ča   ep  em je v le   2014/15  n 37 vzo cev  z le a 2016 (Preglednica 
15). Izolirano DNA smo testirali s testom PCR in analizo temperature taljenja.  
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Preglednica 15:  oločanje obč  lj vo     evov Mycoplasma pneumoniae za makrolide, izoliranih iz 
boln  ov h   žn n. 
Zap.  
Št. 
Vzorca 
Tm (640 
nm) 
Tm 
(705 
nm) 
WT/ 
MUT 
Zap. Št. 
Vzorca 
Tm (640 
nm) 
Tm (705 
nm) 
WT/ 
MUT 
1 59,83 65,71 WT 71 59,79 65,64 WT 
2 59,68 65,62 WT 72 59,60 65,53 WT 
3 59,93 65,62 WT 73 59,62 65,53 WT 
4 59,78 65,50 WT 74 59,63 65,62 WT 
5 59,79 65,50 WT 75 59,64 65,64 WT 
6 59,61 65,48 WT 76 59,88 65,58 WT 
7 59,61 65,49 WT 77 59,43 65,05 WT 
8 59,81 65,45 WT 78 59,65 65,45 WT 
9 59,73 65,49 WT 79 59,73 65,59 WT 
10 59,76 65,46 WT 80 59,88 65,38 WT 
11 59,71 65,53 WT 81 59,44 65,43 WT 
12 59,70 65,39 WT 82 59,77 65,81 WT 
13 59,76 65,54 WT 83 59,79 65,43 WT 
14 59,73 65,55 WT 84 59,73 65,32 WT 
15 59,78 65,49 WT 85 59,82 65,30 WT 
16 59,61 65,48 WT 86 59,73 65,46 WT 
17 59,79 65,53 WT 87 58,66 65,61 WT 
18 59,72 65,61 WT 88 59,73 65,40 WT 
19 59,66 65,43 WT 89 59,71 65,42 WT 
20 59,59 65,39 WT 90 59,57 65,38 WT 
21 59,72 65,48 WT 91 59,73 65,42 WT 
22 59,68 65,49 WT 92 59,78 65,63 WT 
23 59,75 65,63 WT 93 59,83 65,49 WT 
24 59,65 65,62 WT 94 59,88 65,53 WT 
25 59,66 65,60 WT 95 59,73 65,39 WT 
26 59,70 65,39 WT 96 59,81 65,59 WT 
27 58,68 65,54 WT 97 59,81 65,47 WT 
28 59,63 65,37 WT 98 59,89 65,51 WT 
29 59,53 65,32 WT 99 59,82 65,52 WT 
30 59,62 65,19 WT 100 59,75 65,64 WT 
31 59,54 65,40 WT 101 60,2 65,68 WT 
32 59,39 65,46 WT 102 60,05 65,73 WT 
33 59,54 65,30 WT 103 59,98 65,62 WT 
34 59,60 65,33 WT 104 59,94 65,54 WT 
35 59,37 65,20 WT 105 59,94 65,67 WT 
36 59,53 65,76 WT 106 59,67 65,34 WT 
37 59,36 65,07 WT 107 59,88 65,77 WT 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 15  
Zap. 
št. 
vzorca 
Tm (640 
nm) 
Tm (705 
nm) 
WT/ MUT Zap. 
št. 
vzorca 
Tm (640 
nm) 
Tm 
(705 
nm) 
WT/ MUT 
38 59,50 65,53 WT 108 59,81 65,91 WT 
39 59,38 65,22 WT 109 neg neg / 
40 59,49 65,34 WT 110 59,94 65,54 WT 
41 59,91 65,60 WT 111 59,77 65,55 WT 
42 59,48 65,50 WT 112 59,85 65,67 WT 
43 59,23 64,99 WT 113 59,95 65,84 WT 
44 59,55 65,76 WT 114 neg neg / 
45 59,67 65,87 WT 115 59,78 65,52 WT 
46 59,43 neg WT 116 59,91 65,88 WT 
47 59,63 65,24 WT 117 59,81 65,58 WT 
48 59,63 65,45 WT 118 60,01 65,8 WT 
49 59,49 65,60 WT 119 60,25 65,63 WT 
50 59,49 65,29 WT 120 59,95 65,57 WT 
51 59,84 65,59 WT 121 59,99 65,62 WT 
52 59,69 65,38 WT 122 59,84 65,62 WT 
53 59,79 65,78 WT 123 60,02 64,76 WT 
54 59,89 65,68 WT 124 59,8 65,54 WT 
55 59,90 65,76 WT 125 59,91 65,56 WT 
56 49,00 65,51 MUT 
(A2058G 
/A2059G) 
126 59,99 65,5 WT 
57 59,58 65,38 WT 127 59,82 65,83 WT 
58 59,48 65,37 WT 128 60,02 65,87 WT 
59 59,68 65,57 WT 129 60,18 65,45 WT 
60 59,77 65,50 WT 130 59,86 65,75 WT 
61 59,75 65,47 WT 131 59,97 65,45 WT 
62 59,67 65,57 WT 132 59,99 65,55 WT 
63 59,72 65,57 WT 133 59,84 65,5 WT 
64 59,71 65,38 WT 134 59,99 65,6 WT 
65 59,61 65,40 WT 135 59,99 65,4 WT 
66 59,58 65,47 WT 136 59,84 65,45 WT 
67 59,58 65,27 WT 137 59,89 65,6 WT 
68 59,68 65,36 WT negK neg neg neg 
69 59,66 65,50 WT pozK 
mut 
49,12 65,59 MUT ( 
A2058G) 
70 59,84 65,83 WT pozK 
WT 
59,77 65,79 WT 
Legenda: WT = divji sev M. pneumoniae; MUT = mutanta M. pneumoniae,     ma  oč ovno m  ac jo na 
genu 23S rRNA, ki povz oča o po no   p o   ma  ol  om; Tm = temperatura taljenja; poz K mut = pozitivna 
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kontrola za mutanto z dokazano toč ovno m  ac jo  2058 ,    povz oča o po no   p o   ma  ol  om; poz   
WT = standardni sev M. pneumoniae ATCC 15531; neg K = negativna kontrola 
Povp ečna  empe a   a  aljenja na  h vzo cev v kanalu 640 nm za divji sev (WT) je 59,65 
°C,  a  je za 1,45 °C manj, kot navajajo v      j  Peuchant in sod. (2009). V kanalu 705 nm 
pa je povp ečna  empe a   a  aljenja 65,49 °C, kar je za 0,98 °C manj  o  v omenjeni 
     j . 
Pri testiranju vzorca z zap.   . 56 smo ugotovili, da je mutanta. Vzorec je imel temperaturo 
taljenja 49 °C, ki je nakazoval mutacijo na mestih 2063 ali 2064. Pri vseh ostalih izbranih 
vzorcev nismo dokazali mutacije. Vzorca z zap.   . 109  n 114  e v  e    PC  z anal zo 
temperature  aljenja n   a   pe no pomnož la.   o ov l   mo,  a   a  mela že p   
  a no   čnem  e  iranju s testom Argene zelo visoki vrednosti Ct (vzorec 109 je imel Ct 
39,37, vzorec 114 je imel Ct 38,58).  
  
 
Slika 24: Testiranje vzorcev zbrani v decembru 2014; PCR pomnoževanje v  anal  640 nm.  
 
Slika 25: Testiranje vzorcev zbranih v decembru  2014; PCR pomnoževanje v  anal  705 nm.  
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Slika 26: Testiranje vzorcev zbranih v decembru 2014. Analiza temperature taljenja v kanalu 640 nm.  
 
Slika 27: Testiranje vzorcev zbranih v decembru 2014. Analiza krivulje taljenja v kanalu 705 nm. 
 
4.3 TESTIRANJE ZNANIH MUTANT MYCOPLASMA PNEUMONIAE  
Z  vo a čnim  n eno a čnim PC  v  ealnem ča    mo  e    al   e 7  evov M. pneumoniae z 
znano mutacijo v genu 23S rRNA. DNA smo pridobili iz kulture M. pneumoniae in 
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  žn ne boln  ov. Za  zve bo  e  a PC   mo  po ab l  zače ne ol  on  leo   e v 
koncentraciji 0,5 µ   n sonde v koncentraciji 0,2 µ .  
Preglednica 16: Testiranje znanih mutant (1m – 7m) z  vo a čn m testom PC  v  ealnem ča   (DNA 
pridobljena iz kulture Mycoplasma pneumoniae). 
ZAP. ŠT. 
VZORCA 
Tm 
(640 NM) 
Tm 
(705NM) 
INTERPRETACIJA 
REZULTATOV 
1m 48,52 64,76 MUT 
(A2058G/A2059G) 
2m 49,20 65,54 MUT 
(A2058G/A2059G) 
3m 47,79 64,23 MUT 
(A2058G/A2059G) 
4m 48,70 65,39 MUT 
(A2058G/A2059G) 
5m 48,98 65,37 MUT 
(A2058G/A2059G) 
6m 49,27 66,01 MUT 
(A2058G/A2059G) 
7m 49,12 65,65 MUT 
(A2058G/A2059G) 
neg K neg neg neg 
poz K WT 60,16 65,89 WT 
Legenda: m = mutanta; Tm = temperatura taljenja; WT = divji sev M. pneumoniae; MUT = mutanta M. 
pneumoniae,     ma  oč ovno m  ac jo na  en  23S     , ki povz oča o po no   p o   ma  ol  om; poz   
WT = standardni sev M. pneumoniae ATCC 15531; neg K = negativna kontrola. 
V preglednici 16 je razvidna razlika v temperaturi taljenja med mutanto in divjim sevom, 
čep av  e  m me  m  an am  p ecej  azl   jejo.  
Pri eno a čnem PC  v  ealnem ča    mo  ob l   lab e  ez l a e, za o  mo  p emen l  
koncentracije  on  v  ea c j    me an c   z 0,2 µ  na 0,5 µ  (preglednica 17). 
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Preglednica 17: Testiranje znanih vzorcev mutant z eno a čn m testom PC  v  ealnem ča   (DNA 
pridobljena iz kulture Mycoplasma pneumoniae). 
ZAP. ŠT. 
VZORCA 
Tm 1 (640NM) Tm 2 (640NM) INTERPRETACIJA REZULTATOV 
1m 59,96 63,52 me an ca W   n    ( 2058 ) 
2m  62,69 MUT (A2058G) 
3m  63,00 MUT (A2058G) 
4m  63,10 MUT (A2058G) 
5m  62,94 MUT (A2058G) 
6m  62,92 MUT (A2058G) 
7m  62,92 MUT (A2058G) 
neg K neg / 
pozK 
WT 
60,2 / WT 
Legenda: m = mutanta; Tm = temperatura taljenja; WT = divji sev M. pneumoniae; MUT = mutanta M. 
pneumoniae,     ma  oč ovno m  ac jo na  en  23S     ,  a e a povz oča o po no   p o   ma  ol  om; poz 
K WT = standardni sev M. pneumoniae ATCC 15531; neg K = negativna kontrola, ki name  o  a čne     
vsebuje vodo brez nukleazne aktivnosti.  
Pozitivna kontrola WT ima enako temperaturo taljenja,  o  jo op   jejo v član   (Pe chan  
in sod., 2009),  n   ce  60,2 °C. P   m  an ah  2058   mo p  ča oval  nekoliko  v  je  m 
(65,5 °C), ven a  j h v eeno ja no loč mo o    vje a  eva. P   vzo c  z zapo e no   ev l o 
1m smo dobili 2 talilna vrha, enega pri 59,96 °C  n drugega pri 63,52 °C. Iz tega lahko 
sledi razlaga, da je v tem vzorcu prisotna DNA divjega seva in mutante A2058G ali 
prisotnost DNA mutante A2059G in DNA mutante A2058G (slika 28). 
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Slika 28: Analiza temperature taljenja za znane vzorce mutant (1m – 7m) z eno a čn m  e  om PC  v 
 ealnem ča   (    p   obljena  z   l   e Mycoplasma pneumoniae). 
Nato smo testirali tudi     znan h m  an   zol  an h nepo  e no  z   žn ne in pri 
temperaturah taljenja n  p   lo  o večj h  azl  .    vj   ev  n m  an a  e ja no loč  a me  
seboj. Temperature taljenja ne variirajo in so zelo podobne. (Preglednica 18 in 19).  
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Preglednica 18:  e    anje znan h m  an  (    p   obljena  z   žn ne).  vo a čn  PC  v  ealnem ča  . 
ZAP. ŠT. 
VZORCA 
Tm  
(640 nm) 
Tm  
 (705 nm) 
INTERPRETACIJA 
REZULTATOV 
1m neg neg / 
2m 49,42 65,38 MUT (A2058G) 
3m 49,47 65,51 MUT (A2058G) 
4m 49,41 65,43 MUT (A2058G) 
5m 49,69 65,48 MUT (A2058G) 
6m 49,45 65,42 MUT (A2058G) 
7m 49,6 65,41 MUT (A2058G) 
neg K neg  neg neg 
Poz K MUT 59,65 65,26 MUT (A2058G) 
poz K WT 49,6 65,44 WT 
Legenda: m = mutanta; Tm = temperatura taljenja; WT = divji sev M. pneumoniae; MUT = mutanta M. 
pneumoniae,     ma  oč ovno m  ac jo na  en  23S     ,  ipovz oča o po no   p o   ma  ol  om; poz   
WT = standardni sev M. pneumoniae ATCC 15531; neg K = negativna kontrola. 
Preglednica 19: Testiranje znanih mutant (DNA, p   obljena  z   žn ne).  no a čn  PC  v  ealnem ča  .  
ZAP. ŠT. 
VZORCA 
Tm (640 nm) INTERPRETACIJA 
REZULTATOV 
1m neg neg 
2m 62,25 MUT (A2058G) 
3m 62,51 MUT (A2058G) 
4m 62,24 MUT (A2058G) 
5m 62,85 MUT (A2058G) 
6m 62,59 MUT (A2058G) 
7m 62,63 MUT (A2058G) 
neg K neg neg 
poz K MUT 62,48 MUT (A2058G) 
poz K WT 59,97 WT 
Legenda: m = mutanta; Tm = temperatura taljenja; WT = divji sev M. pneumoniae; MUT = mutanta M. 
pneumoniae, ki  ma  oč ovno m  ac jo na  en  23S     ,  i povz oča o po no   p o   ma  ol  om; poz   
WT = standardni sev M. pneumoniae ATCC 15531; neg K = negativna kontrola. 
S testom smo potrdili p   o no   m  ac je p   vzo c h p   obljen h    e  no  z   žn ne, kot 
tudi v kulturi Mycoplasme pneumoniae. Žal je bil vzo ec z zapo e no   ev l o 1m 
negativen v obeh primerih. 
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5 RAZPRAVA 
Bakterija M. pneumoniae je znana povz oč  elj ca bolezn    hal p   lj  eh v eh   a o  n h 
skupin po vsem svetu. Poznan   o  zb  h  m  oplazem   h o  žb,     e ob čajno pojavljajo 
na vsakih od 3  o 7 le . V ča   ep  em je povz oča o  20  o 40 % v eh z najboln  n čn h 
ba  e  j   h plj čn c v  plo n  pop lac j  (Waites in sod., 2017). Laboratorijsko 
diagnostiko akutne m  oplazem  e o  žbe praviloma izvajamo s testom PCR, in sicer 
za a   nje ove v  o e obč  lj vo     n  pec f čno     e  omo očanja h   e a  ez l a a 
 e    anja.   am  ev ba  e  je  z boln  ove   žn ne n ma večje a   a no   čne a pomena, 
 aj je  ežavna  n  olgotrajna,  e   ma  lab o obč  lj vo   (Waites in sod., 2017; Parrott in 
 o ., 2016). Za z  avljenje o  žb   hal,    j h povz oča M. pneumoniae, se uporablja 
makrolidne antibiotike, in sicer predvsem zaradi nizke vrednosti MIK, n z e  o   čno     n 
odsotnosti kontraindikacij pri otrocih (Pereyre in sod., 2016).  
   le a 2000 je v e več    b vzb jajoč h objav o na a čajoč   nc  enc  o  žb    ev  M. 
pneumoniae, ki so odporni proti makrolidom (Pereyre in sod., 2016). Rezistenca je 
povezana    oč ovn m  m  ac jam  v  omen  V  ena 23S      na me   h 2063, 2064, 
2067 in 2617.  ajpo o  ej a mutacija je A2058G (E. coli   ev lčenje),    ustreza mestu 
2063 v genomu bakterije M. pneumoniae in povz oč  v  o o   opnjo o po no  i, mutacija 
na mestu 2617 povz oč  n z o  aven o po no    (Pereyre in sod., 2016). P va po oč la o 
 az   jeno    o po n h  evov  o  e pojav la na  apon  em v zače    le a 2000  n  e  a neje 
 az    la po celo n   z j ,   ča oma      v  v opo  n  me   o.  a  apon  em  n    aj  em 
naj b  b lo že več  o  90 % o  žb povz očen h    ev , ki so odporni na makrolide (Waites 
in sod., 2017). Od februarja do decembra 2009 so v Pekingu pri 110 bolnikih dokazali 
o  žbo z M. pneumoniae. Za ugotavljanje o po n h  evov  o na lj čno  zb al  64 vzo cev. 
 ajveč vzo cev (57) je  melo m  ac jo A2058G (E. coli   ev lčenje). S  pna   opnja 
mutacije je bila 91 % (Lin in sod., 2010). 
V  v op  je  az   jeno   b   veno n žja  n  e  azl   je o    žave  o   žave. V Sloveniji so 
Kogoj in sod. (2015) z metodo pirosekvenciranja ugotovili manj kot 1 % sevov M. 
pneumoniae z odpornostjo proti makrolidom.   žave z n z  m  eležem o po n h  evov  ta 
 e  an  a (1,6 %)  n  emč ja (3,6 %). V   anc j   e je le a 2005  elež o po n h  evov 
povečal na 9,8 % , na   o   em pa  o le a 2013 objav l       jo, v  a e    o po očal   o 19 
% odpornih sevih M. pneumoniae na ma  ol  e.   žava z najv  j m  eležem odpornih 
sevov v Evropi je Italija (26 %) (Pereyre in sod., 2016; Waites in sod., 2017).  
Po oč la o o po no    p o   ma  ol  om  po b jajo večj  na zo  na  z  avljenjem  n 
ep  em olo  jo  p emljanja o  žb,    j h povz oča M. pneumoniae po vsem svetu.  
Za a   na a čajoče a   ev la o po n h  evov M. pneumoniae proti makrolidom je bil 
namen na e a ma       e a  ela p  p av     n op  m z  a   me o o PC  v  ealnem ča   z 
analizo temperature taljenja, s katero bi  oča no  o azal  o  žbo boln  a z ba  e  jo M. 
pneumoniae in njeno odpornost proti makrolidom. 
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Mutacije lahko prepoznamo z molekularnimi metodami, kot so sekvenciranje odseka gena 
23S rRNA, pirosekvenciranje, PCR-   P, PC  v  ealnem ča   z anal zo    , v nez en 
PCR z analizo konformacijskih polimorfizmov (SSCP)  n PC  v  ealnem ča   z anal zo 
temperature taljenja (Pereyre in sod., 2016; Waites in sod., 2017; Peuchant in sod., 2009).  
  n  n  o . (2010)  o  azv l  h   o  n pocen  me o o,    z   ž je v nez en PCR (ang. 
nested PCR; nPCR) z analizo konformac j   h pol mo f zmov enove  žne     (SSCP)  n 
 ap la no ele   ofo ezo (C ). Za pomnož  ev  ena 23S      nepo  e no  z b   ov ž ela 
bolnikov so uporabili nPCR, nato so PCR pridelke analizirali z metodo SSCP, enove  žno 
    pa loč l     ap la no ele   ofo ezo.  
 
Z v nez en m PC  lah o povečamo obč  lj vo    n  pec f čno    e  a.  e o a SSCP 
 po ablja  onfo mac jo enove  žne      o  ločevaln  mehan zem za  azl  ovanje me  
divjim sevom in mutanto. To je presejalna me o a,    ob čajno ne po a na ančn h po a  ov 
o položaj  m  ac je, ven a   e z  po abo  ap la ne ele   ofo eze lah o   en  f c  a 
 onfo mac jo enove  žne     z  2058   n  2058  m  ac jo za a   nj hov h  pec f čn h 
migracijskih profilov. Kapilarna elekt ofo eza  ma bolj o ločlj vo   enove  žne      o  
    e ele   ofo ezne me o e.  e o   SSCP povečamo obč  lj vo  , če anal z  amo   aj e 
fragmente DNA. Metoda SSCP-CE bi se lahko uporabljala kot presejalna metoda za 
genetske mutacije, ki so povezane z odpornostjo na antibiotike (Lin in sod., 2010).  
 e a 2014  o     n  o . objav l       jo,  je   o želel   azv  i hiter in zanesljiv test PCR s 
 a e  m  o želel  dokazati neposredno prisotnost DNA bakterije M. pneumoniae v 
 e p  a o n h vzo c h boln  ov  n  očasno mutacijo v genu 23S rRNA, ki je odgovorna za 
odpornost proti makrolidom.  
Za m l  pl   e   PC   o  po ab l   va pa a z nanj h zače n h ol  on  leo   ov,    
pomnož  a  en 23S     ,  n  pec f čna zače na ol  on  leo   a za o    vanje  oč ovne 
mutacije A2058G in A2059G. Pridelke PCR so loč li z elektroforezo v agaroznem gelu. 
 nal   čna obč  lj vo    e ta je bila za  efe enčn   ev M. pneumoniae M129-B7 18 kopij 
   /25µ .  bč  lj vo   za   vj   ev ter A2058G in A2059G mutante pa je bila 200 kopij 
l nea n h plazm  ov/25 µ .  pažena je b la 10-  a na  azl  a v anal   čn  obč  lj vo    me  
genomsko DNA M. pneumoniae in plazmidno DNA. V  o o  pec f čno    e  a  o po    l    
testiranjem drugih bakterijskih povz oč  eljev o  žb   hal. (Ji in sod., 2014). 
Analizirali so 73 vzorcev M. pneumoniae. Skupna stopnja odpornosti je bila 30,1 % 
(22/73). Mutacija A2058G je bila ugotovljena pri 20 vzorcih, medtem ko so mutacijo 
A2059G dokazali pri dveh vzorcih. Pomanjkljivost tega testa je, da ne zazna ostalih 
m  ac j, np .  2063C, C2617 , C2617 .    ac je na položaj  2617  o  e  e  n  ajejo 
nizko stopnjo odpornosti. Mutacija A2063C je tudi relativno redka, vendar pa je povezana 
z visoko stopnjo odpornosti (Ji in sod., 2014).  
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V na    az   av   mo analizirali 137 vzorcev izolirane DNA M. pneumoniae. Mutacijo v 
domeni V gena 23S rRNA smo dokazali le pri sedmih vzorcih, pri katerih je bila 
  o ovljena že p e ho no   p  o e venc  anjem. Z  vo a čnim PC  v  ealnem ča   z 
analizo temperature taljenja je bila ugotovljena mutacija A2058G oz A2059G. 
Pomanj lj vo   na e a  e  a je,  a ne  azl   je me   ema  vema m  ac jama b ez 
dodatnega eno a čne a PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja.  bč  ljivost 
testa je bila tako za divji sev kot mutanto 10 kopij DNA/µ  (slika 16 in 18). Glede na 
raziskavo Peuchant in sod. (2009) smo t    v na    az   av   o azal  100 %  pec f čno   
testa (slika 23).  
CDC (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta) uporablja metodo HMR za 
identifikacijo odpornosti proti makrolidom med izbruhi v ZDA (Diaz in sod., 2014). V 
 tudiji iz Georgije, objavljene leta 2008, so po očali o  veh ločen h  e   h PC  v  ealnem 
ča         anal zo za h   o o    vanje m  ac j  2058   n  2059 ,    povz oča a 
odpornost proti makrolidom (Wolff in sod., 2008). S pomnoževanjem domene V gena 23S 
rRNA z analizo HMR lahko seve, odporne proti makrolidom h   o loč mo o   ovze n h 
 evov. V      j   o  azv l    X (an . l  h   pon extension) PC  v  ealnem ča    n Sybr 
  een   PC  v  ealnem ča   ( po aba ba v la Sybe    een za  e e c jo  vove  žne 
DNA)  e  z nj ma  e    al  100  l n čn h  zola ov, pridobljenih v zadnjih 18 letih, med 
katerimi so odkrili 5 sevov M. pneumoniae odpornih proti makrolidom (Wolff in sod., 
2008).  
  anz c ja a en na v  van n povz oč   azl  o v  e mo  nam čn h la  no   h PC  p   el a, 
 a  omo oča   en  f  ac jo o po ne a  eno  pa. P   PCR pridelkih, ki vsebujejo bazo 
gvanin, p   e  o  aljenja     p   ne ol  o v  j   empe a    , kar spremeni temperaturo 
 aljenja.     anal za za o avlja večjo obč  lj vo   o  ob čajne anal ze  aljenja,  e   ma 
bolj o  oplo no ločlj vo  ,  aj je  po obna p   ob     a  1000 po a  ovn h  oč  za v a o 
spremembo stopinje Celzija (Wolff in sod., 2008).  
Barvila, kot so Sybr Green, se pogosto uporabljajo pri analizi HMR. Nasprotno pa metoda 
LUX  po ablja fl o e cenčne mole  le,     o p    jene na 3'  onc  zače n h 
oligonukleotidov, na 5' koncu pa imajo pritrjeno 6 -7 baz  ol o     lno mole  lo.  e baze 
so si komplementarne s 3' koncem, zato se ustvari strukt  a zan e.  e  pomnoževanjem 
 e fl o e cen na mole  la veže na      n  a neje omo oča anal zo    .  ez l a   
     je  ažejo,  a  e me o a LUX lahko zanesljivo uporablja pri analizi HMR, za 
odkrivanje odpornosti proti makrolidom pri M. pneumoniae, čep av je  azl  a v  m n žja 
 o  p    e      Syb    een ba v lom.  o je lah o po le  ca več  ejavn  ov.   o ov l   o, da 
 o   aj   f a men       bolj obč  lj v  za o    vanje manj  h  p ememb. P     X me o   
je bil PCR pridelek dolg 158 bp, pri Sybr Green 112 bp. To lahko vpliva na razliko v 
 empe a      aljenja me   e  oma.  a v lo Sybe    een  e veže v      n je p   o en v 
celo nem PC  p   el  ,  a  lah o vo    o večje  azl  e v fl o e cenc  me    vj m  evom 
in mutanto (Wolff in sod., 2008).  
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V na    az   av   mo  po abili FRET hibridizacijske sonde in analizo krivulje taljenja za 
odkrivanje odpornih sevov M. pneumoniaena proti makrolidom. Pri analizi temperature 
taljenja s SYBR Green barvilom  e fl o e cenca zmanj a,  e   vove  žna      azpa e, pa 
  č me  se sprostijo tudi molekule barvila, ki so bile vezane na DNA. Pri testu s 
hibridizacijskimi sondami se fluorescenca zmanj a,  e   e  a čn   on   začne a  al  i, kar 
povz oč  loč  ev ba v l.  
Za a    oč ovne m  ac je v  en  23S       e  on e lah o  lab e vežejo na    , zaradi 
če a  v reakciji PCR ne pride do pojava fluorescence. V kanalu 640 nm med 
pomnoževanjem     n  mo zaznali mutant (slika 16), medtem ko so bile vidne  v kanalu 
705 nm, saj so se sonde vezale na DNA regijo, kjer ni bilo prisotnih mutacij (slika 18). Pri 
analizi temperature taljenja so bile mutante vidne v obeh kanalih, kar pomeni, da so bili 
zače n  oligonukleotidi ustrezni.  
Tak ne      je omo očajo odkrivanje odpornih sevov tudi za druge povz oč  eljev o  žb, 
saj opisane mutacije povz oč jo visoko stopnjo odpornosti za makrolide pri bakterijah, kot 
so H. pylori, Mycobacterium spp., E. coli, Streptococcus pneumoniae (Wolff in sod., 
2008).  
 
Pirosekvenciranje je zelo uporabna metoda za genetsko analizo bakterije M. pneumoniae, 
saj lahko z njo odkrivamo mutacije znotraj gena 23S rRNA, ki so odgovorne za odpornost 
proti makrolidom. V      j   o  azvili dva testa pi o e venc  anja    a čo v  omen  V 23S 
rRNA, s katerim so odkrili vse znane mutacije, ki povz očajo odpornost proti makrolidom. 
Prvi test je bil razvit za odkrivanje petih mutacij, in sicer A2058G, A2058C, A2059G, 
A2059C in A2062G. Drugi test pa je zaznal mutaciji C2611A in C2611G (Spuesens in 
sod., 2010). Analizirali so 108 izolatov M. pneumonie in pri 4 izolatih dokazali odpornost 
proti makrolidom. Pirogrami so pri dveh vzorcih pokazali mutacijo A2058G, en vzorec je 
imel mutacijo A2059G in en mutacijo A2059C. Metoda je hitra in zanesljiva, tudi v 
primeru ko se pojavijo nove mutacije v genu 23S rRNA. Pirosekvenciranje je primerna 
metoda za analizo kratkih odsekov    ,  e po ebej p   analizi vel  e a   ev la vzorcev. 
Pomanjkljivost analize temperature taljenja je v tem, da so lahko v primeru novih mutacij v 
genu 23S rRNA rezultati nejasni (Spuesens in sod., 2010).  
   žbe   hal lah o povz oč       me ana pop lac ja M. pneumoniae. V vzorcu so lahko 
hkrati prisotne bakterije, ki so obč  lj ve na makrolide (WT), in bakterije, odporne proti 
makrolidom (MUT). Chan  n  o .  o le a 2013 objav l       jo, v kateri so uporabili 
metodo pirosekvenciranja za odkrivanje sevov M. pneumoniae, odpornih proti  
ma  ol  om,     o v vzo c  p   o n  v n z em   ev l  (n z o f e venčne   P). Dobljene 
rezultate so nato primerjali z metodo sekvenciranja po Sangerju in metodo PCR v realnem 
ča   z anal zo temperature taljenja. Ugotovili so, da z omenjenima metodama dokažejo 
odpornost proti makrolidom samo v tistih vzorcih, ki so vsebovali vel  o   ev lo    P. 
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Vzorci z nizk m   ev lom mutant (1-50 %) pa so bili prepoznani kot divji sevi. Samo s 
pirosekvenciranjem so dokazali mutante, ki so bile v vzorcu prisotni v nizkem   ev l . 
Čep av  o me o e,     emelj jo na sekvenciranju, zanesljive, se ob čajno ne  zvajajo za 
v a o nevno   a no   čno testiranje, ker so relativno zahtevne, dolgotrajne in drage. Zato 
so Chan in sod. (2013) želel   azv    h     test PCR z analizo temperature taljenja, ki lahko 
 azl   je   vj   ev o  m  an e.  bč  lj vo    e  a je n žja  o  p   me o ah  e venc  anja, 
ven a  je  e   h   ej   ter ne zahteva posebne in drage opreme. Pomanjkljivost metod, ki 
temeljijo na osnovi PCR, pa je v tem, da testi niso standardizirani in nimajo notranje 
kontrole (Ji in sod., 2014). 
Tudi z metodo PCR-RFLP so identificirali seve M. pneumoniae, ki so odporni proti 
makrolidom.  a  o  a  n  o .  o le a 2004 objav l       jo,  jer so testirali 94 PCR 
pozitivnih vzorcev M. pneumoniae in pri 23 vzorcih (24 %) dokazali odpornost proti 
makrolidom zaradi  oč ovne mutacije A2058G. Metoda RFLP je prav tako dolgotrajna in 
draga, zato se jo več noma uporablja samo v raziskavah (Lin in sod., 2010). 
Cycleave PCR oz  oma me o a c  l čn h  on  (an . cycl n  p obe me ho ) je nova in 
 pec f čna me o a,    v lj č je fl o e cenčno  n     lno označeno    /RNA 
olignokleotidno sondo ter RNazo H, ki lahko cepi sondo. Ob cepitvi se  p o    močna 
fluorescenca. V primeru neujemanja (np .  oč ovne m  ac je) me   on o  n  a čno     
ne p   e  o cep  ve. V      j   o      n  o . (2014) razvili test Cycleave PCR, s katerim 
lah o loč mo   vj   ev  n o po n   ev z m  ac jo  2058   n  20659 .  e    al   o 101 
izolatov M. pneumoniae. Pri 82 izolatih so ugotovili odpornost proti makrolidom. 
 bč  lj vo    e  a je b la 10  op j     M. pneumoniae/µ .  e o a je h   a,  pec f čna  n 
obč  lj va, za o  e lah o  po ablja za   en  f  ac jo  oč ovn h m  ac j. 
Li in sod. so leta 2009 objavili      jo, v kateri so dva otroka, ki sta bolehala za  plj čn co 
in bila hospitalizirana leta 2005 v Birminghamu, testirali za M. pneumoniae in njeno 
odpornost proti makrolidom. Testirali so tudi 4 seve M. pneumoniae z in vitro induciranimi 
mutacijami v genu 23S rRNA. Analiza temperature taljenja je ja no loč la   vj   ev o  
A2058G mutante. S testom lahko identificirajo tudi mutacijo na mestu 2617. Pri testiranju 
in vitro povz očen h m  an ah  o  mel  v      rje vzorci temperaturo taljenja, ki je kazala na 
mutacijo na mestu 2063 ali 2064 (Li in sod., 2009). PC  v  ealnem ča   z analizo taljenja 
 o  zve l  na  n    men      h Cycle  2.0 ( oche)  n  po ab l       h b    zac j  e 
sonde. Meja detekcije bakterije s tem testom je bila 7 kopij DNA M. pneumoniae /µ . 
 č n ov  o    e  a PCR za mutacije na mestu 2063/2064 je bila 1,902, za mutaciji na mestu 
2617 pa 1,775.  e    al   o    o   pe  e  ba  e  j   h v     n po azal  na  ob o  pec f čno   
testa. Sekvenciranje je potrebno izvesti za to, da se ugotovi, za katero mutacijo gre, saj test 
ne  azl   je me  m  ac jam  na me    2063  n 2064. Za  l n čno   a nozo pa to ni 
pomembno,  aj obe m  ac j  povz oča a v  o o   opnjo o po no    proti makrolidom (Li in 
sod., 2009). 
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     v na    az   av   mo  zve l   e   PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja na 
 n    men      h Cycle  2.0 ( oche)  n p av  a o  po ab l       h b    zac j  e  on e. 
 nal   čna obč  lj vo    e  a je b la 10  op j     M. pneumoniae /µ .  č n ovitost testa 
za mutacije na mestu 2063, 2064 in 2067 je bila 1,771 (slika 17), za mutacijo na mestu 
2617 pa 1,808 (slika 19). Za identifikacijo mutacije na mestu 2063 smo izvedli dodatni 
eno a čn  PC  v  ealnem ča  .  
Pred letom 2005 v Franciji niso zaznali sevov M. pneumoniae, odpornih proti makrolidom. 
Med letoma 2005 in 2007 pa so med 51 testeranimi sevi M. pneumoniae dokazali 5 sevov 
(9,1 %) z odpornostjo proti makrolidom (Peuchant in sod., 2009). 
V      j   o Pe chan   n  o . (2009)  azv l   vo a čn  PC  v  ealnem ča   z anal zo  aljenja 
za o    vanje  e   h m  ac j v  en  23S     ,     o povezane z o po no  jo proti 
makrolidom pri M. pneumoniae. Zaradi zelo podobnih temperatur taljenja med mutacijama 
A2058G in A2059   o  azv l   e  odatni eno a čn  PC  v  ealnem ča  , in sicer za 
na ančno p epoznavanje najpo o  ej e m  ac je  2058  v  l n čn h vzo c h. Ta test smo v 
na    az   av  z manj  m  mo  f  ac jam  prilagodili za hitro prepoznavanje sevov M. 
pneumoniae, odpornih proti makrolidom.  
Več na raziskav o o  žbah z MRMP je bila izvedena pri otrocih, saj so o  žbe z ba  e  jo 
M. pneumoniae po o  ej e p   o  oc h  n mla o  n   h. Po  ebno je po  a    ,  a  e lah o 
     o  a l  o  ž jo z   P,  n   ce   e največ  a  o  ž jo ravno od svojih otrok (Waites 
in sod., 2017). 
Pe chan   n  o .  o v      jo v lj č l       17  l n čn h vzo cev o  a l h z o  žbo z M. 
pneumoniae (16 %). Pri enem vzorcu so dokazali odpornost seva M. pneumoniae proti 
makrolidom, zato bi bilo smiselno testirati tudi odrasle bolnike (Peuchant in sod., 2009).  
V  az   av  Chan  n  o  (2013) n  o na l  noben h  azl   v  elež  o po n h  evov proti 
makrolidom pri otrocih in odraslih v Hong Kongu. To je lahko povezano z visoko stopnjo 
odpornosti na Kitajskem in s pogostim potovanjem ljudi med Hong Kongom in celinsko 
   aj  o. P e ho ne      je  z      h   žav po očajo,  a  majo o  a l  manj o  az   jeno   
MRMP kot otroci in mladostniki.  
V na   ma         nalo    mo z me o o PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja 
želel    o ov     az   jeno    evov M. pneumonia, ki so odporni na makrolide v Slovenji. 
Testirali smo 137 vzorcev izolirane DNA bolnikov, p    a e  h je b la  o azana o  žba z 
M. pneumoniae z me o o PC  v  ealnem ča    n 7 vzo cev     M. pneumoniae z že 
znano mutacijo v genu 23S rRNA.  
 a lj čno  mo  zb al  100 vzorcev DNA M. pneumoniae iz obdobja epidemije, ki je bila 
prisotna  leta 2014/15 in 37 vzorcev iz 2016. Mutacijo smo dokazali le pri 7 že po  jen h 
vzorcih, medtem ko pri ostalih vzorcih nismo dokazali mutacije.  
54 
Papež  .  oločanje obč  lj vo    ba  e  je M. pneumoniae za ma  ol  e z me o o PC  v  ealnem ča  . 
   a .  elo. (  2).  j bljana,  n v. v  j bljan ,   o ehn   a fa  l e a,      j m   ob olo  je, 2018 
P  me jal   mo      obč  lj vo   z   a no   čnem  e  om PC  (   ene,   anc ja).   o ov l  
smo, da ima diagnost čen  e   PC  bolj o obč  lj vo    n   ce  5  op j/µ  za W  in do ene 
kopije DNA/µ  za MUT.  
Tudi v      j  so Peuchant in sod. (2009) ugotovili, da sta  mela  vo a čn   n eno a čn  PC  
v  ealnem ča    lab o obč  lj vo   v p  me jav  z     n   m   a no   čnim PCR testom, ki 
 a  po abljajo za  o azovanje o  žb z M. pneumoniae. Med 106 vzorci, ki so bili 
poz   vn  z   a no   čn m  e  om, jih 29 (27,4 %) n  o   pel  pomnož    s testnima testoma 
PCR. Meja detekcije bakterije je bila pri obeh testih pri 10 kopij    /µ . Potrebno je 
po  a    ,  a  e p       n  em   a no   čnem  e    za  a čno      po ablja  en za P1 
adhezin, ki je prisoten v 8 do 10 kopij v genomu M. pneumoniae, medtem ko se pri 
 vo a čnem  n eno a čnem PC  v  ealnem ča    o   a ča uporablja gen 23S rRNA, ki pa je 
prisoten samo v eni kopiji v genomu bakterije.  
P    e    anj  znan h m  an  z eno a čn m PC  v  ealnem ča    mo p   enem  vzo c  
dobili 2 talilna vrha. To lahko nakazuje, da je bila v tem vzorcu prisotna DNA divjega seva 
in mutante A2058  al  me an ca     z obema m  ac jama  2058   n  2059 . Vzo ec 
 mo želel  ponovno anal z  a   z me o o pirosekvenciranja, vendar nam bakterija ni zrastla 
niti v  e očem  oj  č   niti na    nem  oj  č . Pri tem je lahko razlog dejstvo, da je bilo v 
  žn n  p emalo ba  e  j za  zolac jo, ali dejstvo, da  o ba  e  je v   žn n  p opa le me  
več  a n m odtaljevanjem in zamrzovanjem.  
Peuchant in sod. (2009) so opisali p  me ,  o  o z  vo a čn m PC  v  ealnem ča   zaznali 
2 vrhova, in sicer Tm, ki ustreza divjemu tipu in Tm, ki ustreza A2058G ali A2059G 
mutaciji. Nato so z eno a čn m PC  v  ealnem ča   p eve  l   n   ob l  2  al lna v hova, en 
vzorec je kazal prisotnost A2058G mutacije, drugi pa je  mel n žj   m.  nal za  e vence 
23S rRNA je po azala me an co baz    n   na me    2058,  a  je  azalo na p   o no   
divjega tipa in mutirano M. pneumoniae v istem vzorcu.  
 p  em olo  o  p emljanje o  žb    ev  M. pneumoniae, odpornih proti makrolidom je 
za a   h   e a    jenja po  alo po  ebno      v  v op . S h   o  oloč  v jo  eno  pa 
omo oč mo     eznej e z  avljenje (Pe chan   n  o ., 2009). 
 z p   obljen h  ez l a ov lah o  ečemo,  a b  lah o na   e   PC  v  ealnem ča   z anal zo 
temperature taljenja uvedli v rutinsko diagnostiko, za dokazovanje sevov M. pneumoniae 
odpornih proti makrolidom.  
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6 SKLEPI 
 Potrdili  mo n ze   elež  evov M. pneumoniae, odpornih proti makrolidom v 
Sloveniji (manj kot 1 %). 
 Metoda PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja je ja no loč la med 
divjim sevom in mutanto. 
  bč  lj vo    e  a PC  z anal zo  empe a   e taljenja je 10 kopij DNA M. 
pneumoniae /µ .  
 Dokazali smo 100 %  pec f čno    e  a PCR. 
 S  e  om PC  v  ealnem ča   z anal zo  emep a   e  aljenja  mo  o azali seve M. 
pneumoniae, ki so odporni proti makrolidom.  
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7 POVZETEK  
Mycoplasma pneumoniae je znana povz oč  elj ca o  žb   hal p   lj  eh v eh   a o  n h 
   p n pov o  po  ve  . Znač lno   ba  e  je je,  a povz oča ep  em je na v a  h 3  o 7 
le . V ča   ep  em je povz oč  o  20  o 40 % v eh z najboln  n čn h ba  e  j   h plj čn c 
v  plo n  pop lac j . Za labo a o  j  o   a no    o a   ne m  oplazem  e o  žbe  e 
največ  a   po ablja  e   PC  za a   nje ove v  o e obč  lj vo     n  pec f čno     eh 
hitrega rezultata testiranja. 
Prva izbira za zdravljenje m  oplazem   h o  žb  o ma  ol  n  antibiotiki, saj imajo nizko 
vrednost MIK, n z o  o   čno    n o  o no   kontraindikacij pri otrocih. Od leta 2000 se je 
  ev lo  evov M. pneumoniae, odpornih proti makrolidom močno povečalo. Rezistentni 
sevi so se najp ej  az    li po celotni Aziji, kasneje pa v Evropo in Ameriko. Odpornost 
proti makrolidom je povezana s  oč ovn m  m  ac jam  v  omen  V  ena 23S      na 
me   h 2063, 2064, 2067  n 2617.  ajpo o  ej a m  ac ja je A2058G (E. coli   ev lčenje), 
ki ustreza mestu 2063 v genomu bakterije M. pneumoniae  n povz oč  v  o o   opnjo 
o po no   .   ac ja na me    2617 pa povz oč  n z o  aven o po no   . 
Mutacije lahko prepoznamo z molekularnimi metodami, kot so sekvenciranje odseka gena 
23S rRNA, pirosekcenciranje, PCR-   P, PC  v  ealnem ča   z anal zo    , v nez en 
PC  z anal zo  onfo mac j   h pol mo f zmov (SSCP)  n PC  v  ealnem ča   z anal zo 
temperature taljenja. 
V e več po oč l o o po no    proti makrolidom  po b ja večj  na zo  na  z  avljenjem  n 
ep  em olo  jo  p emljanja o  žb,    j  povz oč  M. pneumoniae po vsem svetu. Zato smo 
v na   ma         nalo   p  p av l   n op  m z  al  me o o PC  v  ealnem ča   z anal zo 
temperature taljenja, s katero lahko  oča no  o ažemo o  žbo boln  a z ba  e  jo M. 
pneumoniae in njeno odpornost proti makrolidom. 
V na   raziskavi  mo z me o o PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja želel  
  o ov     az   jeno    evov M. pneumoniae, odpornih proti makrolidom v Slovenji. 
 e    al   mo 137 vzo cev  zol  ane     boln  ov, p    a e  h je b la  o azana o  žba z 
M. pneumoniae, z me o o PC  v  ealnem ča    n 7 vzo cev     M. pneumoniae z že 
znano mutacijo v genu 23S rRNA.  
100 vzorcev DNA M. pneumoniae  mo na lj čno izbrali iz obdobja epidemije, ki se je 
odvijala leta 2014/15 in 37 vzorcev iz 2016. Mutacijo smo dokazali le pri 7 že po  jen h 
vzorcih, medtem ko pri ostalih vzorcih nismo dokazali mutacije.  
Te   PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja smo izvedli na  n    men   
   h Cycle  2.0 ( oche)  n  po ab l       h b    zac j  e  on e.  nal   čna obč  lj vo   
testa je bila 10 kopij DNA M. pneumoniae/µ .  č n ov  o    e  a za m  ac je na me    
2063, 2064 in 2067 je bila 1,771, za mutacijo na mestu 2617 pa 1,808. Za identifikacijo 
mutacije na mestu 2063 in 2064 smo izvedli dodatni eno a čn  PC  v  ealnem ča  . 
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P  me jal   mo      obč  lj vo   na e a  e  a z   a no   čnem testom PCR (Argene, 
Francija) in u o ov l   mo,  a  ma   a no   čen test PCR bolj o obč  lj vo  , in sicer 5 
kopij/µ  za W   n  o 1  op je    /µ  za   . 
V p  me   močne a povečanja   ev la o po n h  evov M. pneumoniae proti makrolidom v 
Sloven j , b  lah o na   e   PC  v  ealnem ča   z anal zo  empe a   e  aljenja v lj č l  v 
rutinsko diagnostiko  n    em h   o  oloč l   eno  p ba  e  je, ter ustrezno zdravljenje 
bolnikov.   
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